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OZET

GIDA KATKI MADDESI OLARAK KULLANILAN MONOSODYUM
GLUTAMATIN CESITLI GIDA MADDELERININ ICINDEKI MIKTARININ
TAYINI

Murat SOYSEVEN
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2018
Danisman: Prof. Dr. Goksel ARLI

Tiim diinyada ve iilkemizde pratik ve kolay tiiketilebilen {iriinlere talep giin gectikce
artmaktadir. Bu durum hazir gida sektoriinii, gida katki maddelerini ve dolayisiyla lezzet
arttirict maddeleri kullanmaya sevk etmektedir. Monosodyum glutamat (MSG) en yaygin
kullanilan lezzet arttiricilardan biridir ve gidalar igerisinde bulunan MSG miktarinin
belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Bu calismada, lezzet arttiric1 olarak yaygin sekilde kullanilan MSG’nin cips, hazir
corba, et bulyon, tavuk bulyon, pizza sosu, ¢esni ve ¢ig kofte gibi gida maddeleri
icerisindeki miktarinin tayini igin yiikksek performansli sivi kromatografisi (YPSK)
yontemi gelistirilmesi amacglanmistir. MSG tayinleri, ultraviyole/foto diyot dizisi
(UV/DAD), floresans (FLD) ve evaporatif 151k sagilim dedektorii (ELSD) olmak tizere 3
farkli dedektor aracilig ile gergeklestirilmistir.

Ayirimlarda Cig (150 mm, 4.6 mm, 2.7 pm) ve Cig (150 mm, 4.6 mm, 3 pum)
boyutlarma sahip kolonlar kullanilmis olup, UV/DAD ve FLD yontemlerinde MSG tayini
icin sirasiyla ortofitaldialdehit (OPA) ve dansil kloriir (DNS-CI) reaktifleri ile kolon
oncesi tiirevlendirme islemi uygulanirken, YPSK-ELSD i¢in tiirevlendirme islemi
yapilmaksizin analiz gerceklestirilmistir. Yontemin dogrusalligi, saptama ve tayin
limitleri, tekrar edilebilirligi, dogrulugu ve saglamlig1 incelenmistir. Incelenen gidalarda

bulunan MSG miktarlar1 mevzuata uygunluk agisindan degerlendirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Monosodyum Glutamat (MSG), Glutamik Asit (GLU), YPSK,
ELSD, UV/DAD, FLD



ABSTRACT

DETERMINATION OF MONOSODIUM GLUTAMATE USED AS FOOD
ADDITIVES IN VARIOUS FOOD STUFFS

Murat SOYSEVEN
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health, August 2018
Supervisor: Prof. Dr. Goksel ARLI

The demand for practical and easily consumable products is increasing day by day
in all over the world and in our country. This leads the ready-to-eat food industry to use
food additives and therefore flavor enhancers. Monosodium glutamate (MSG) is one of
the most popular flavor enhancers and it is important to determine the amount of MSG
present in the foods.

In this study, it was aimed to develop a high performance liquid chromatography
(YPSK) method to determine the amount of MSG commonly used as flavor enhancer in
food stuffs such as chips, ready soup, meat bullion, chicken bullion, pizza sauce,
condiment and raw meatballs. MSG determination was carried out through three different
detectors including ultraviolet/photo diode array (UV/DAD), fluorescence (FLD) and
evaporative light scattering detector (ELSD). Columns with dimensions of C1g (150 mm,
4.6 mm, 2.7 pum) and Cig (150 mm, 4.6 mm, 3 um) were used in the discrimination and
orthophthaldialdehyde (OPA) and dansyl chloride (DNS-CI) reagents were used for MSG
determination in UV/DAD and FLD methods. The analysis was carried out for
YPSK- ELSD without derivatization. The linearity, detection and determination limits,
reproducibility, accuracy and stability of the method were examined. The amounts of
MSG found in the examined greenhouses were evaluated in terms of compliance with

legislation.

Keywords: Monosodium Glutamate (MSG), Glutamic Acid (GLU), HPLC,
ELSD, UV/DAD, FLD
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1. GIRIS ve AMAC

Canlilar yasamlarinm1 devam ettirmek icin en temel madde olan gidaya sahip
olduklar1 fizyolojilerine gore ulasirlarken, insanlar tarih boyunca ¢ok ¢esitli yontemler ile
besinlerini temin etmislerdir. Hizla artis gosteren niifus ile gidaya olan talebin artmasina
ve ticari firsat ile birlikte cok genis bir sektor haline gelmistir. Bu sektoriin meydana
getirdigi olanaklar ¢ergevesinde rekabet artmis ve tiiketiciler hem daha giivenli hem de
daha lezzetli olan firiinlere yonelmislerdir. Ayni zamanda artan niifusun taleplerine
yetismek i¢in iiretilen gida liriinlerinin daha lezzetli olmasi ile birlikte, daha uzun raf
Omriine sahip olmasi ve yiiksek karlar elde etmesi temel hedef haline gelmis
bulunmaktadir [1].

Gida katki maddeleri tatlandirma, renklendirme ve triinlerin raf dmriini arttirma
amaciyla modern sanayi llkelerinde yiizyili askin bir siiredir yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Marketlerde birgok farkli iilkeden gelen meyve, sebze, et, balik, hazir
corbalar, hazir yemekler, yemek soslari, sekerlemeler, icecekler, sogutulmus ve
dondurulmus hazir gidalar vs. gibi iirlinler bulunmaktadir. Tiim bu iiriinlerin hasatindan
paketlenmesine kadar olan siirecte tiiketiciye uygun, yeterli bir raf omrii ve lezzeti
beraberinde sunmak gerekmektedir. Ozellikle son donemlerde, bircok markette hazir
gidalarin yaglari, enerji miktarlari, yag diizeyleri ve tuz icerikleri, katki maddeleri ve
besin degerleri gibi 6zellikleri dikkate alindigindan, gida katki maddeleri, gida endiistrisi
icin olduk¢a 6nemli yere sahiptir [2].

Insanoglu gidalarin hasat sonrasi tazeliginin korunmasi, raf dmriiniin uzamasi ve
sonrasinda yenilebilir duruma gelmesi i¢in kurutma, tuzlama, tiitsiilleme ve fermantasyon
gibi bir¢cok yontem uygulamislardir. Milattan 6nceki donemlerde et tirtinlerini kiirlemek
icin odun tiitstisii kullanilmiglardir. Baharatlardan lezzet verici, gida boyalarindan ise
3500 y1l kadar 6nce Misirlilarin renklendirici olarak yararlandig: bilinmektedir [3].

Ozellikle son yillarda tiiketilen gidalarda bulunan katki ve lezzet maddelerinin
neler oldugu, hangi siklikla kullanildigi, hangi saglik sorunlarina yol acabilecegi gibi
konular ile ilgili ¢calismalar artis gostermekte ve bunlar tiiketiciler olduk¢a biiyiik bir
Oonem arz etmektedir. Bu caligsmada cesitli gidalarda bulunan monosodyum glutamat’in
(MSQG) tayini i¢in analitik yontemler gelistirilmistir. Bu tayinler i¢in Yiiksek Basingli S1vi
Kromatografisi cihazi ile entegre Ultraviyole/Foto diyot dizisi dedektorii (YPSK-
UV/DAD), YPSK-Floresans dedektorii (YPSK-FLD) ve YPSK-Evaporatif Isik Sagilim
dedektorii (YPSK-ELSD) araciligi ile tayinleri gergeklestirilmis olup, cesitli gidalar
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icerisindeki miktar tayinleri yapilmistir. YPSK-UV/DAD ve YPSK-FLD ile MSG tayini
icin kolon Oncesi tlirevlendirme islemi yapilmis ancak YPSK-ELSD sistemi ig¢in
tiirevlendirme islemine gerek kalmadan MSG tayini gerceklestirilmistir. Gelistirilen
analiz yontemleri L-Glutamik asit (L-GLU) ve MSG tayinleri igin kolaylikla
uygulanabilir bir yontem 6zelligi tasimaktadir. Uygulanan gida 6rnekleri arasinda g¢esitli
aromalara sahip patates cipsleri, misir cipsleri, hazir corbalar, tavuk ve et bulyonlar, pizza
soslari, ¢esitli baharatlar, soslar ve ¢ig kofteler bulunmaktadir. Ayrica Asya ve Giliney
Amerika bolgelerinden temin edilen gida numuneleri de incelenmistir. Elde edilen MSG

miktarlarmin Tiirk Gida Kodeksi (TGK) ne gore uygunlugu arastirilmistir.



2. GIDA KATKI MADDELERI

Giiniimiizde gida iceriklerinde, gidalarin ¢esitli 6zelliklerini arttirmak amaciyla pek
¢ok kimyasal madde kullanilmaktadir. Bu maddelerin ¢ogu gidanin dogal bilesenleri olup
karbonhidratlar, proteinler, vitaminler, mineraller ve yaglar olarak siniflandirilmaktadir.
Bu dogal bilesenlerin yaninda gida isleme islemleri sirasinda gidaya bilerek katilan veya

istemedigi halde bulas1 yoluyla giren baz1 maddeler de bulunmaktadir [4].

Gida katki maddelerinin bir¢ok kaynakta farkli tanimlar1 bulunmaktadir. Gida katki
maddelerinin, Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization —- WHO) ve Gida Tarim
Orgiitii ( Food and Agriculture Organization — FAO) ’niin ortak ¢alismalar1 ile meydana
gelmis Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu (Codex Alimentarius Commission —
CAC)’ na gore ortak tanimi; “gida katki maddesi tek basina gida olarak kullanilmayan
ve gidanin tipik bir bileseni olmayan, besleyici degeri olsun veya olmasin, iiretim, isleme,
uygulama, hazirlama, isleme, paketleme, ambalajlama, tasima, muhafaza ve depo
asamalarinda gidalarda teknolojik (organoleptik dahil) amagla katilan ya da bu gidalarin
icinde veya yan lriinlerinde bir bileseni haline gelen veya bunlarin karakteristiklerini
degistiren maddeler” seklindedir [5]. Daha basit bir tanimla ise; dogal olarak besinlerin
bilesiminde bulunan veya besinlerden ¢esitli yontemlerle saf olarak elde edilen veya
kimyasal olarak yapildiktan sonra, ¢esitli amagclar i¢in besinlere katilan 6gelere gida katki
maddeleri denir.

Gidanin miktar veya kimyasal olarak var olmayan bir 6gesi olan gida katki
maddeleri, en genis anlamiyla gidaya eklenen herhangi bir maddeyi ifade etmektedir [6].
Yasal olarak gida katki maddeleri, direk ve indirek olarak simiflandirilir. Eger bu
maddeler gidalara bilerek ve isteyerek ilave ediliyor ise, bu direk ilave yontemini ifade
eder ve ve bu durumda iiriin paketlerinin iizerinde eklenen gida katki maddelerinin tiirii
ve miktar1 yazilmak zorundadir. Indirek durumda ise, gidalarin iiretim, isleme, saklama,
paketleme ve tasinmasi gibi asamalarda istenmeden {iriine ilave olan maddelerdir.

Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi (FDA)’ ne gore ise, gida katki maddeleri,
belirli fiziksel veya teknik etkiler i¢in gidalara eklenen maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Gida katki maddeleri, tiriinlerdeki diisiik kaliteyi gizlemek i¢in degil,
onlarin besin degerini, kalitesini, goriiniislinii, dokusunu ve lezzetini attirmak ig¢in
kullanilmaktadir. Gida katki maddeleri, gidalar iizerinde bir¢ok teknik fonksiyona

sahiptir [7].



Baska bir deyisle, gida katki maddesi, bir iiriiniin ana bileseni olmayan fakat o
iirtiniin islenmesi, ambalajlanmas1 veya depolanmasi ile ilgili farkli amaclar i¢in {iriine
ilave edilen kimyasal madde veya maddeler karisimidir.

Gida katki maddeleri kullanimi ile ilgili siniflandirmalar yapmak amaciyla farkli
topluluk ve komisyonlarca listeler olusturulmustur. Uluslararas1 Gida Kodeks
Komisyonu tarafindan o6nerilen listeler Avrupa Toplulugu (EC) tarafindan da
benimsenmis olup, bu toplulugun da benzer listeleri mevcuttur. Ulkemizde de kullanimi
uygun goriilen gida maddeleri CAC ve EC tarafindan olusturulan listelerden titizlikle
secilmektedir [8]. Bu listelerde kullanimina izin verilen gida katki maddelerini belirtmek
amact ile kod numaralar: kullanilir. Avrupa Ekonomik Toplulugunda kullanimina izin
verilen katki maddelerine E kodu verilmistir. Numaranin basindaki "E", EU (Avrupa
Birligi) simgelemektedir. E kodu, Avrupa Birligi tarafindan her bir katki maddesi igin
farkli olacak sekilde belirlenir. Dogal veya sentetik gida maddelerinde kullanilan ve katki
maddesi olarak tanimlanan tiim kimyasallar bu kodlama sisteminin icindedir. Ulkemizde
de AET’ye uyum programi uygulandigi i¢in ayni isimlendirme kullanilmaktadir [9].
Tablo 2.1.’de Tirk Gida Kodeksine gore kullanilan gida katki maddelerine verilen

E kodlar1 listelenmistir.

Tablo 2.1. Tiirk Gida Kodeksine gore kullanilan gida katki maddeleri ve kodlar: [10].

Katki Maddesi Kodu
Renklendiriciler (E100-199)
Koruyucular (E200-299)
Antioksidanlar, asitlik diizenleyiciler (E300-399)
Inceltici, emiilgatdr ve stabilizatdrler (E400-499)
Asit-baz saglayicilar (E500-599)
Tatlandiricilar, koku verenler (E600-699)
Antibiyotikler (E700-799)
Genis amagh digerleri (E900-999)

Diger kimyasallar (E1000-1999)

Tablo 2.1.de “E” kullanim kodlar1 ile belirtilen gida katki maddeleri genel olarak
4 grup altinda toplanir [11]. Katki maddeleri, kaliteyi koruyarak raf omriinii uzatan
(koruyucu) katki maddeleri, yapi, hazirlama ve pisme Ozelligini gelistiren katki
maddeleri, aroma ve renk gelistiren katki maddeleri, besin degerini koruyan ve gelistiren

katki maddeleri olmak {izere dort ana baslik altinda toplanabilir.



1) Kaliteyi koruyarak raf dmriinii uzatan (koruyucu) katki maddeleri
a) Antimikrobiyaller (nitrit, nitrat, benzoik asit, sorbik asit, probiyonik asit vb.)
b) Antioksidanlar (biitillenmis hidroksiyanazol-BHA, biitillenmis hidroksitoliien- BHT,
askorbik asit, kiikiirt dioksit)
2) Yapi, hazirlama ve pigsme 6zelligini gelistiren katki maddeleri
a) pH ayarlayicilar (asetik asit, propionik asit, kalsiyum karbonat)
b) Topaklanmay1 6nleyenler (silikat, magnezyum oksit, magnezyum karbonat...)
¢) Emiilsiyonu saglayanlar (lesitin, mono ve digliseritler...)
d) Mayalanmay1 saglayanlar
e) Nem ayarlayicilar
) Olgunlastiricilar
g) Agarticilar, dolgu maddeleri, kopiik ayarlayicilar, parlaticilar
h) Stabilizorler kivam arttiricilar, tatlandiricilar
3) Aroma ve renk gelistiren katki maddeleri
a) Cesni arttiricilar (Monosodyum glutamat-MSG, inisitol)
b) Cesni vericiler (aroma maddeleri)
c) Renklendiriciler (tartrazin, indigotin, B-karoren)
4) Besin degerini koruyan, gelistiren katki maddeleri
a) Diyette eksik olabilecek besin 6gelerini ekleme (A, D vitaminleri)
b) Isleme sirasinda kaybolan besin 6gelerini yerine koyma (B1, B2, niyasin)
Ulkemizde yaklasik 300 adet gida katki maddesinin kullanimina izin verilmekte
olup, Amerika Birlesik Devletleri’nde kullanimina izin verilen gida katki maddesi 2018
yili itibariyle yaklasik olarak 2800°diir [12].

2.1. Gida Katki Maddelerinin Tarihcesi

Tarihsel olarak, gidada belirli bir 6zelligin meydana gelmesi i¢in gida maddelerine
katki yapmak geg¢misten giiniimiize kadar siiregelen bir durumdur. Katki maddelerinin
kullanimmna dair ilk izler, M.O. 1500 dolaylarinda Eski Misir’a kadar uzanmaktadir.
Yapilan c¢aligmalar, eski Misir’da gidalarda lezzeti arttirma ve daha gilizel bir hale
getirmek i¢in baharat kullamldigina isaret etmektedir. M.O. 3000 yillarinda, et iiriinlerini
kiirlemede tuzdan yararlanildigi, M.O. 9000 yillarinda ise tuz ve odun tiitsiisiiniin gida
saklama yontemleri olarak kullanildiklart goriilmektedir. Orta ¢agda etlere koruyucu

amagla tuz ve tiitsiiniin yani sira katilan nitratin etin rengini olumlu yonde degistirmek ve
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bozulmay1 énlemek amaciyla da kullanildig1 bilinmektedir. M.O. 50. yiizyilda tuz, odun
tiitsiisii ve baharatlardan lezzet verici olarak yararlanilmustir. 19. yiizyilda, Ingiltere'de ilk
modern kabartma tozu gelistirilmistir. Bu yiizyilda, gidalara katilmaya baslayan benzoik
asit, sodyum karbonat, sakarin gibi maddeler, giiniimiizde de gida katkis1 olarak
kullanilmaktadir. 20. yiizyillda gida iiretiminin artmasi ile gida katki maddelerinin

kullaniminda da 6nemli artislar gozlenmistir [13].

Katki maddelerinin sistematik bir sekilde ilk ele alinmasi ise, 1956’da WHO ve
FAO tarafindan, 43 diinya iilkesini kapsayan bir tarama ¢alismasi ile ger¢eklesmistir. Bu
caligmada, 200’e yakin kimyasal maddenin gida maddelerinde bu amagla kullanimda
oldugu tespit edilmistir.

Son yillarda, gida bilimi ve teknolojisinde hizli gelismeler olmus ve gida veya gida
katki maddelerindeki fonksiyonlari yerine getirmek i¢in kullanilan maddelerin sayisinda
ve cesitliliginde artisa neden olmustur. Insanlarin toplu halde yasamaya baslamalar ile
birlikte gidalarin korunmasi amaciyla giivenilir yontemlerin kullanilmasi gereksinimi
ortaya ¢cikmistir [4]. Giiniimiizde, 322 farkli gida katki maddesi Avrupa Birligi'nde

kullanilmak tizere onaylanmistir [14].

2.2. Gida Katki Maddelerinin Kullanim Amaclari

Gida katki maddeleri, tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gida ham ya da
yardimc1 maddesi olarak kullanilmayan, besleyici degeri olan veya olmayan, secilen
teknoloji geregi kullanilan, islem veya imalat sirasinda kalinti veya tiirevleri mamul
maddede bulunabilen, gidanin iretilmesi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi,
taginmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger
niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak amaciyla
kullanilmasina izin verilen maddelerdir. Niifusun talebine yetismek icin iiretilen gida
riinlerinin raf dmrli uzun, liretime giren ham maddenin bol, {irliniin ise ticari olarak

yiiksek kar elde etmesi sektoriin ana hedefleri i¢ginde bulunmaktadir [15].

Gida sektdriine yeni ve iistiin teknolojilerin kazandirdigr degisik tiretim teknikleri,
bununla birlikte iiriinlerin gesitlenmesi, tiiketici begenisinin degismesi ve bilinglenmesi,
mevsimlik gidalarin yilin her doneminde tiiketilme egilimlerinin artmasi, tiriinlerde raf
Omriiniin uzatilmasi ve kalitede standardizasyon zorunlulugu, daralan gida kaynaklarinin

rasyonel kullanimi gibi durumlar, gida endiistrisinde kullanilan tekniklerin yani sira gida



katki maddelerinin kullanimini zorunlu hale getirmistir [16]. Giliniimiizde uygulanan
tiretim teknikleri sayesinde gida sektoriinde verim artigi kayiplarin en aza indirilmesi,
iirlin kalitesinin arttirilmasi ve standartlara uygun hale getirilmesi, iiriinlerin dayanma
siirelerinin  arttirilmasi, degisik formiillere sahip yeni gidalarin {retilmesi gibi

uygulamalar gergeklestirilebilmektedir [4].

2.3. Gida Katki Maddeleri Konusunda Calisan Uluslararasi Kuruluslar

Gida iiretiminin standartlagtirilmasi ve giivenli hale getirilmesi uluslararasi 6lgekte
bir konudur. Gida sanayinin hizla ilerlemesi nedeniyle katki maddelerinin
kullanimlarindaki hizli artis, uluslararasi yapilanmalarin olusmasina neden olmustur.
Gida katki maddeleri konusunda ¢aligmalar yapan uluslararasi kuruluslarin genel amaci,
gida katki maddelerini saglik agisindan degerlendirerek, kullanimlari igin kritik limitler
belirlemektir. Bu kuruluslar, kendilerine bagli iiniversite, sanayi kuruluslari ve diger
kurumlarla is birligi yaparak biinyelerindeki bilimsel komiteler tarafindan yapilan
calismalar ve hazirlanan raporlar sonucunda aldig1 kararlari, iilkeler arasi uyulmasi
gereken kurallar haline getirmekte ve ayni zamanda gida giivenliginin temelini
olusturmaktadir [15]. Tirkiye’de de bu kurumlarin olusturmus oldugu dokiimanlarin

bazilar1 referans olarak kullanilmaktadir.

2.3.1. Uluslararasi1 Gida Kodeks Komisyonu (CAC)

Birlesmis milletlere bagh olarak ¢alisan bir kurulus olan Uluslararas1 Gida Kodeks
Komisyonunun gorevi, diinyada gida ile ilgili uygulamalarin teknoloji ve saglik agisindan
standardize edilmesidir. WHO ve FAO tarafindan olusturulan Gida Kodeks Komisyonu
1963 yilinda kurulmustur. Kodeks standartlari, iilkeler i¢in zorunlu standartlar degildir.
Kurulusun hazirladigi dokiimanlar tiim diinya iilkeleri i¢in giivenli gida iiretiminde

referans olarak kullanilmaktadir [17].

2.3.2. Giuda Katkilar1 FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi (JECFA)

Gida Katkilar1 FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi, 1956 yilinda kurulmustur.
Komiteler, gida katki maddelerinin toksikolojik agidan giivenirliligi ile ilgili ¢aligmalar
yapmakta ve bu maddelerle ilgili ADI (Acceptable Daily Intake — Kabul edilebilir giinliik

alim miktar1) degerlerini ve tespit etmektedir.



2.3.3. Gida Katki Ve Kontaminantlar1 Kodeksi Komitesi (CCFAC)

Gida Katki ve Kontaminantlar1 Kodeksi Komitesinin amaci, gida katkilar ile
ilgili sinirlamalar getirmek ve bu maddelerin gidalarda bulunmasina izin verebilecek

maksimum miktarlarini belirlemektedir [18].

2.3.4. Pestisit FAO/WHO ortak toplantis1 (JMPR)

JMPR, gida tiriinlerindeki pestisit kalintilarin1 degerlendiren ve MRL (Maximum
Residue Level- Maksimum Kalint1 Limiti) degerlerinin tespiti ile gérevli FAO, WHO

ortak olusumudur ve 1961 yilindan bu yana gérev yapmaktadir.

2.3.5. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi EFSA), Avrupa Birligi (AB) Komisyonu
tarafindan 2000 yilinda yaymlanan —White Paper on Food Safety isimli belgeye uygun
olarak 2002 yilinda kurulmustur. EFSA, gida zincirindeki her risk ile ilgili degerlendirme
ve iletisim yapmakla gorevlidir. Avrupa Komisyonu’na ve Avrupa Parlementosu ‘na
bilimsel danigmanlik yaparak gida konusundaki politikalarin ve Avrupa Toplulugu
Direktifleri ‘nin olusturulmasina yardimci olur. EFSA’dan 6nce Avrupa Birligi'nin
gidalarla ilgili toksikoloji, hijyen ve beslenme, konularinda yetkili komitesi 1974 yilinda
kurulan Avrupa Komisyonu Gida Maddeleri Bilimsel Komitesinin gérevi Avrupa Gida

Giivenligi Otoritesi (EFSA)’nin kurulmasi ile bu komitenin gérevi sonlandirilmistir [17].

2.3.6. Birlesik Devletler Gida ve ila¢ Dairesi (FDA)

Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi (FDA), gida katki maddeleriyle ilgili benzer
amagch kurulan kuruluglar arasinda en eski tarihe sahip olan kurulustur. Amerika Birlesik
Devletleri'nin Saglik Bakanligi'na bagli; gida, diyet eklentileri, ilag, biyolojik medikal
tirtinler, kan {riinleri, medikal araglar ve kozmetiklerden sorumlu biirosudur. ABD’nin

ulusal kurulusu olsa da tiim diinyada referans olarak gosterilen bir kurumdur [19].



2.4. Gida Katki Maddeleriyle Tlgili Yasal Diizenlemeler

Gida katki maddeleri, fazla miktarda ya da duyarli risk gruplar1 tarafindan
tilkketildiginde toksikolojik acidan tehlikeli olabilmektedirler. Herhangi bir katki
maddesinin herkes i¢in ve her tiirlii kullaniminda giivenilir oldugunu sdylemek miimkiin
degildir. Bu nedenle bir katkinin giivenirliligine iliskin herhangi bir belirsizlik tiiketicinin
risk konusunda siiphelerini artirir. Katki maddelerinin yarattigi riskler bazen uzun
donemde ortaya ¢ikmakta ve daha ¢ok kronik hastaliklara yol agmaktadirlar. Bu nedenle
gida endiistrisinde kullanilacak katki maddelerinin, kisa ve uzun vadede viicutta birikme
olasiliklarinin yaratacagi zararlarin ortaya konmasi ve ona gore de dozunun ayarlanmasi
gerektigi bildirilmistir. Bu gereklilik sonucunda, gida katki maddelerinin kullanim ile

ilgili sinirlandirmalarin belirlenmesi ihtiyaci ortaya ¢ikmuistir.

Her iilkede katki kullanimini diizenleyen bir ulusal mevzuat ve bunu uygulayan
resmi kuruluglar bulunmaktadir. Tiirkiye’de Avrupa Toplulugu mevzuatinin bir
uyarlamasi olan Tiirk Gida Kodeksi ve ilgili tebligleri yiirtirliige konulmustur.

Diinyada gida katki maddeleri ile ilgili yasal diizenlemeleri CAC, FAO/WHO
Ortak Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA) ve Katki Maddeleri ve
Kontaminantlar1 Codex Komitesi (CCFAC) yaparken; iilkemizde TGK Yo&netmenligi’ne
uygun olarak {iretim ve denetim yapilmaktadir [20].

Gida katki maddeleri, Tiirk Gida Kodesi (TGK) yonetmeligine gore, tek basina gida
olarak tiiketilmeyen, gida ham veya yardimct maddesi olarak kullanilmayan, tek basina
besleyici degeri olan veya olmayan, sec¢ilen teknoloji geregi kullanilan islem veya liretim
sirasinda kalinti veya tiirevleri islenmis maddede bulunabilen, gidanin hazirlanmasi,
tasnifi, islenmesi, ambalajlanmasi, taginmasi, depolanmasi ve dagitimi sirasinda gida
maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya
istenmeyen degisikliklere engel olmak amaciyla kullanilmasina izin verilen maddeler
olarak tanimlanir [9].

Buna ek olarak, TGK’da sarkiiteri gidalarinda MSG'ye izin verilmemektedir.
MSG'nin saglik tizerindeki potansiyel etkisini gdsteren arastirma bulgular1 g6z 6niinde
bulunduruldugunda, gida maddelerinde MSG'nin tespiti ve dl¢limii i¢in etkili ve saglam

yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasi halk sagligi i¢in 6nemlidir [21].



2.4.1. Tiirk Gida Kodeksi

30 Haziran 2013 tarih ve 28693 sayili Resmi Gazetede yayimlanarak yiiriirliige
giren Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeliginde, gida katki maddeleri,
“Besleyici degeri olsun veya olmasin, tek basina gida olarak tiikketilmeyen ve gidanin
karakteristik bileseni olarak kullanilmayan, teknolojik bir ama¢ dogrultusunda iiretim,
muamele, isleme, hazirlama, ambalajlama, tasima veya depolama asamalarinda gidaya
ilave edilmesi sonucu kendisinin ya da yan iirlinlerinin, dogrudan ya da dolayli olarak o
gidanin bileseni olmas1 beklenen maddeler” olarak tanimlanmistir. Tiirk Gida Kodeksine

gore bir gida katki maddest,

a) Mevcut bilimsel kanitlara dayali olarak Onerilen katki maddesinin kullanim miktar
tilkketici sagligi acisindan giivenlik riski dogurmuyorsa,

b) Ekonomik ve teknolojik agidan uygulanabilir baska  yoOntemlerle

gerceklestirilemeyecek, makul teknolojik bir ihtiya¢ bulunuyorsa,

¢) Kullanimu tiiketiciyi yaniltmriyorsa, katki maddesinin gidalarda kullanimina izin verilir
[10].

Gida katki maddelerinin Tirk Gida Kodeksi gida katki maddeleri yonetmeligi
eklerinde yer alabilmesi i¢in, tiiketicilere yonelik avantajlar1 ve yararlari olmasi ve buna

bagli olarak asagidaki amaglarin biri veya birden fazlasini karsilamasi zorunludur:
- Gidanin besin degerini korumasi,

- Ozel beslenme ihtiyaglari olan tiiketici gruplarina yonelik olarak iiretilen gidalar icin

gerekli bilesenleri ve 6geleri saglamasi,

- Gidanin dogasini, igerigini veya kalitesini tiiketiciyi yaniltacak sekilde degistirmemek
kosuluyla, kalitesinin ve stabilitesinin korunmasina katki saglamasi veya organoleptik
ozelliklerini gelistirmesi,

- Kusurlu hammaddenin kullaniminin veya hijyenik olmayan uygulama ve yontemler
dahil olmak iizere istenmeyen uygulama ve yontemlerin etkilerini maskelemek amaciyla
kullanilmamasi kosuluyla; gidalarin, gida katki maddelerinin, gida enzimlerinin ve gida
aroma vericilerinin iiretimi, islenmesi, hazirlanmasi, muamelesi, ambalajlanmasi,

taginmasi veya depolanmasinda yardimci olmasidir [10].

Gida katki maddelerinin kullanimlan ile ilgili olarak CAC ve TGK tarafindan
belirlenen ilkeler asagidaki gibi siralanabilmektedir.
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a) Halen kullanilmakta olan veya kullanilmasi Onerilen tiim katki maddelerine
toksikolojik degerlendirme uygulanmalidir ve yalnizca JECFA tarafindan elde edilen
veriler dogrultusunda Onerilen diizeylerde kullanildiklarinda tiiketici sagligina zarar

vermeyecekleri belirlenen katki maddelerinin kullanimina izin verilmelidir.

b) Bir katki maddesinin tavsiye listesinde veya gida standardinda yer alabilmesi i¢in, s6z
konusu katki igin belirlenen ADI (Acceptable Daily Intake — kabul edilebilir giinliik alim
miktar1) veya buna benzer es deger degerlendirmeyle birlikte tiim kaynaklardan gilinliik
olarak viicuda alimi miimkiin olan miktarmin da dikkate alinmasi gerekmektedir. Gida
katki maddesinin 6zel tiiketici gruplari tarafindan tiiketilmesi s6z konusu oldugunda, bu
gruptaki tiiketicilerin bu katkiyr gilinliik olarak tahmini tiiketme miktar1 géz Oniinde

bulundurulmalidir.

¢) Gida katki maddelerinin kullanimlari, bu kullanimin bir yarar saglamas: tiiketici
sagligina zarar vermemeleri, tiikketiciyi yaniltmamalar1 ve CAC tarafindan belirlenen bir
veya daha fazla teknolojik fonksiyonu yerine getirmeleri ve asagida siralanan mevcut
ekonomik ve teknolojik olanaklarla karsilanmasi miimkiin olmayan amaclar igin

onaylanabilmektedir [22].

Tirk Gida Kodeksine gore, bir gida katki maddesinin kullanim miktari

belirlenirken;

1) Gida katki maddesi i¢in olusturulmus kabul edilebilir giinliik alim miktarlar1 veya buna
esdeger bir degerlendirme ve bu katki maddesinin biitiin kaynaklardan alinacak muhtemel

giinliik alim miktarlari,

2) Gida katki maddesinin 6zel tiikketici gruplar tarafindan tiiketilen gidalarda kullanilmasi
durumunda, bu katki maddesinin bu tiiketici gruplar1 tarafindan giinliik alinmasi

muhtemel olan miktarlari, dikkate alinir [19].

2.4.2. Gida katki maddeleri ile ilgili terimler ve kisaltmalar

WHO ve FAO tarafindan hazirlanan, General Standard For Food Additivies Codex
Stan 192-1995 standardi tiim gidalarda gida katki maddelerinin kullanilabilecegi kosullari
belirler. Gida katki maddeleri i¢in genel standartlarda gegen bazi kisaltmalar agiklamalari
ile birlikte asagida verilmistir [23].
NOAEL, deney hayvanlarinda saptanabilir ters bir etki olusturmayan, kg-viicut agirligi

basina diisen maksimum mg madde miktaridir.
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ADI, insanlarda giivenli olan doza ulasilabilmesi igin; NOAEL degeri, emniyet faktoriine
boliiniir. Emniyet faktorii genellikle 100 olarak belirlenmistir. Diger bir deyisle deney
hayvanlarinda higbir yan etki yaratmayan dozun yiizde biri insanlarda giivenli olarak
kabul edilmistir. Bu yontem 1954 yilindan bu yana gida katkilar1 i¢in uygulanmaktadir.
Geride kalan 40 yili agkin siirede edinilen deneyimler bu uygulamanin yeterli koruma
sagladigimi gostermektedir. ADI degeri insanlarda giivenli doz olarak kabul edilir.
NOAEL degerinden ADI degerine asagidaki islem yapilarak ulagilir.

ADI = (mg/kg) NOAEL/Emniyet faktorii (100) 2.1)

MPI: MPI' in ADI degerinden farki, degerin kg insan agirligi basina degil, birey basina
hesaplanmasidir. Hesaplamada ortalama insan canli agirligin 60 kg olarak kabul

edilmistir. Glinliik alinmasina izin verilebilir madde miktaridir. (ADI x 60 mg/ kg/giin)

MPL: Her gida aym oranlarda tiiketilmemektedir. Ornegin baharatta bulunan bir
kontaminat ile tahilda bulunan bir kontaminatin kalint1 limiti hesaplanirken gida faktorii
olarak adlandirilan giinliik tiiketim miktarlar1 hesaba katilmalidir. MPI degerinin gida
faktoriine boliinmesi ile MPL degerine ulasilir. Bu deger gidada bulunmasina izin verilen
maksimum diizeydir. Bu degerler, ADI gida faktorii ve 60 kg olarak kabul edilen yetiskin
vicut agirh@ dikkate alinarak hesaplanmaktadir. Gida faktorii kg olarak s6z konusu

gidanin giinliik tiikketim miktaridir.
MPL (Tolerans, mg/kg) = MPI/Gida Faktorii (2.2.)

TMRI: Teorik maksimum kalint1 miktaridir. MPI” y1 gecmesine izin verilmez.
GRAS: Genel olarak giivenilir zararsiz kabul edilen anlamina gelmektedir. FDA bazi
katki maddelerini sadece belirli amaglar i¢in ve belirli sartlara uyuldugunda GRAS olarak
kabul etmistir. GRAS olarak nitelenen her bir katki maddesini GRAS olarak
nitelenmeyen muhtemel diger versiyonlarindan ayiracak tiim 6zellikler agik bir sekilde
tanimlanarak yayimlanmistir.

Bu standardin hiikiimleri ADI degerleri atanmis gida katki maddeleri veya diger

kriterlere dayanarak, gida i¢in giivende olmak iizere belirlenmistir [24].
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2.5. Gida Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi

Gida katki maddeleri, kullanim amaci veya {iretiminde kullanildig1 gidaya gore
farkli sekillerde siniflandirilmaktadir. Gida katki maddelerinin fonksiyonel siniflari, 30
Haziran 2013 tarih ve 28693 sayili Resmi Gazetede yayimlanarak yiiriirliige giren Tiirk
Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeliginde asagida belirtildigi gibidir [10].

1. Tatlandiricilar: Sofralik tatlandiricilarda veya gidalarda tat vermek amaciyla
kullanilan maddeler,

2. Renklendiriciler: Gidalara renk veren veya rengini geri kazandiran, gidalarin dogal
bilesenlerini ve genel olarak oldugu gibi gida olarak tiiketilmeyen dogal kaynaklari
iceren ve genellikle gidanin karakteristik bir bileseni olarak kullanilmayan maddeler ve
Gida maddelerinden ve diger yenilebilir dogal kaynaklardan fiziksel ve/veya kimyasal
ekstraksiyonla elde edilen diger besleyici veya aromatik bilesenleri icermeyecek sekilde
pigmentlerin selektif ekstraksiyonuyla olusturulan preparatlar,

3. Koruyucular: Gidalari, mikroorganizmalarin sebep oldugu bozulmalara ve/veya
patojen mikroorganizmalarin gelismelerine karsi koruyarak raf Omiirlerinin
uzatilmasini saglayan maddeler,

4. Antioksidanlar: Yaglarin acilagmasi ve renk degisikligi gibi oksidasyonun neden
oldugu bozulmalara kars1 koruyarak, gidalarin raf omiirlerinin uzatilmasini saglayan
maddeler,

5. Taswyicilar: Gidalara besinsel veya fizyolojik amaclarla ilave edilen gida katk:
maddelerini veya aroma vericileri, gida enzimlerini, besin maddelerini ve/veya diger
maddeleri; bu maddelerin teknolojik fonksiyonlarini degistirmeden ve birbirleri ile
herhangi bir teknolojik etki gostermeden ¢6zmek, seyreltmek, disperse etmek veya
fiziksel yollarla modifiye ederek, bu maddelerin isleme, uygulama ve kullanimini
kolaylastiran maddeleri,

6. Asitler: Asitligi arttiran ve/veya gidada eksi bir tat olusumunu saglayan maddeler,
7. Asitlik diizenleyiciler: Gidalarin asitlik veya alkaliligini degistiren veya kontrol
eden maddeler,

8. Topaklanmayi dnleyiciler: Gida parcaciklarinin birbirine yapisma egilimini azaltan
maddeler,

9. Kopiiklenmeyi Onleyiciler: Kopiiklenmeyi azaltan veya 6nleyen maddeler,

10. Hacim arttiricilar: Gidalarin mevcut enerji degerini 6nemli oranda artirmadan,

gidalarin hacmini artiran maddeler,
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11. Emiilgatorler: Bir gida maddesinde, yag ve su gibi birbiri ile karigmayan iki veya
daha fazla fazin homojen bir karigim olusturmasini veya olusan homojen karisimin
stirekliligini saglayan maddeler,

12. Emiilsifiye edici tuzlar: Peynirde bulunan proteinleri dispers hale getirerek yag ve
diger bilesenlerin homojen dagilimini saglayan maddeler,

13. Sertlestiriciler: Meyve ve sebzelerin dokularini sert veya gevrek hale getiren veya
koruyan veya jellestiriciler ile etkileserek jel olusumunu saglayan veya gii¢lendiren
maddeler,

14. Aroma arttiricilar: Gidanin mevcut tat ve/veya kokusunu artiran maddeler,

15. Kopiik olusturucular: Sivi veya kati gidalarda gaz fazin homojen dagilimim
saglayan maddeler,

16. Jellestiriciler: Jel olusumu ile gidada farkli bir yap1 olusturan maddeler,

17. Parlaticilar:  Yaglayicilar/kaydiricilar  da  dahil gidalarin dig  ylizeyine
uygulandiginda parlak bir gériiniim veren veya koruyucu bir tabaka saglayan maddeler,
18. Nem vericiler: Gida maddelerinin diisiik nemli ortamdan etkilenip kurumasim
Onleyen veya toz gidalarin sivi ortamlarda ¢dziinmesini kolaylastiran maddeler,

19. Modifiye nisastalar: Fiziksel veya enzimatik uygulamaya ve asit veya alkali ile
inceltmeye veya agartmaya tabi tutulmus olabilen yenilebilir nisastalarin bir veya daha
fazla kimyasal isleme tabi tutulmasi ile elde edilen maddeler,

20. Ambalajlama gazlari: Gida maddesi kaba yerlestirilmeden Once, yerlestirilirken
veya yerlestirildikten sonra kap i¢ine verilen hava disindaki gazlar,

21. Ttici gazlar: Gidanin bulundugu kaptan disar1 ¢tkmasini saglayan hava disindaki
gazlar,

22. Kabarticilar: Gaz olusturarak hamurun/yumurtali soslu hamurun hacmini artiran
madde veya madde karisimlari,

23. Metal baglayicilar: Metalik iyonlarla kimyasal kompleks olusturan maddeler;

24. Stabilizorler: Gidalarin fiziko-kimyasal durumlarini korumalarini saglayan, gidada
bulunan iki veya daha fazla birbiri ile karigmayan fazin homojen dagiliminin
stirekliligini saglayan, gidalarin var olan renklerini koruyan veya kuvvetlendiren,
proteinler arasi1 c¢apraz bag olusturarak gida pargaciklarinin baglanmasini saglayan,
gidalarin baglanma kapasitelerini artiran maddeler,

25. Kivam arttiricilar: Gidanin kivamini arttiran maddeler,
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26. Unislem maddeleri: Una veya hamura pisirme kalitesini gelistirmek amaci ile ilave

edilen emiilgator disindaki maddeler, olarak 26 ana baslikta gruplanabilirler [10].

2.5.1. Lezzet arttiricilar

Lezzet arttirict maddeler, tek baslarina lezzetleri olmamasina ragmen, katildiklar
gida maddelerinin lezzetlerini arttiran katki maddeleridir. Cok az miktarlarda
kullanildiklar1 zaman bile etkileri fazla olan lezzet arttiricilarin bu etkiyi nasil sagladiklar
konusunda farkli teoriler bulunmaktadir. Bu teorilerden bir tanesine gore, lezzet arttirici
maddeler dildeki tat alma tomurcuklarinin hassasiyetlerini arttirarak lezzeti
zenginlestirmektedir. Bir diger teoriye gore, lezzet arttirict maddeler, tiikiiriik salgisini

arttirarak gidalarin lezzetinin artmasini saglamaktadir.

Gidanin lezzeti, tiiketilebilirligi agisindan en 6nemli duyusal niteliklerden birisidir.
Lezzet arttiric1 katki maddeleri besleyici deger ve enerji verici 0zellik tasimamalarina

ragmen, beslenmenin tamamlayici maddeleridir.

Lezzet arttirict maddeler, gida sanayinde, katki maddeleri arasinda en agirlikli ve
en 6nemli grubu olusturmaktadir. Kullaniminda son {iriiniin tasimasi gereken niteliklere
gore katilacak miktarlar belirlenmekte ve {iriiniin tekstiirii (kati-sivi, viskozite durumu, su

ve yag igerigi), rengi, asitligi, alkol ve karbondioksit miktarlar1 dikkate alinmaktadir [25].

2.5.1.1. Lezzet artirict maddelerin tarihgesi

Lezzet arttirma uygulamalari, yemek pisirme islemi kadar eskiye dayanmak ile
birlikte bu amagla kullanilan maddelerin tanimlanmalar1 20. yiizyilda baglamstir. i1k kez
1866 yilinda Ritthausen adindaki Alman kimyaci glutamik asidi laboratuvarda elde etmis,
daha sonra bagska bir kimyaci1 bu asidi sodyum tuzuna doniistiirerek MSG ’yi elde etmistir.
Yaklagik 40 yil kadar sonra, 1908 yilinda Japon arastiricilar, 1907 yilinda esmer su
yosununda (Laminariaceae), ¢orbalarda benzersiz tada neden olan maddeleri belirlemek
icin bir arastirma yapmistir. Bu ¢alismalarinda, yosunda aci, eksi, tuzlu veya tath olarak
bilinen temel tatlar disinda kalan ve bu kategorilerden birine girmeyen bir veya birden
fazla tat maddelerinin var olabilecegi incelenmistir. Bu besinci temel tada “umami”
ismini verilmistir. Calisma sonuglariin insan beslenmesinin gelisimine katkida bulunan
bir baharat gibi ticari uygulamalarinin gerceklesebilecegini diistinmiistiir. 1908‘de umami

tat bileseninin yosunda bulunan L-glutamat oldugunu rapor etmistir. Deniz yosunundan
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MSG’ yi izole edilmis ve boylece monosodyum glutamat 1909 yilinda ticari olarak
tiretilmeye baslanmistir. Kimyasal ve farmasotik endiistri alanlarinda taninan bir bilim
adami olan Saburousuke Suzuki, Ikeda ile birlikte bu yeni baharatin iiretimi ve
ticarilestirilmesi i¢in ortaklik yapmuslardir. 1909 yilinda ticari olarak iiretilmeye

baglanmistir [25].
Gida katki maddelerinin Tiirkiye’de kullanilmaya baslanmasi, 20. yiizyilin

baslarina dayanmakta olup, TGK Yonetmeligi' nde izin verilen lezzet arttiricilar
niikleotidler ve MSG’dir. Gida endiistrisi agisindan lezzet arttirict maddeler, giiniimiizde
Oonemli bir paya sahip katki maddesi haline gelmistir. Teknolojinin gelismesiyle birlikte

degisik iiretim teknikleri buna bagl olarak tiiketici begenisi ¢esitlilik kazanmistir [26].

Lezzet artirict maddelerin, sekerlemeler ve alkolsiiz iceceklerden tahillara, keklere
ve yogurtlara kadar bir¢cok gida icerisinde kullanildig: belirtilmistir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda umami uyarisinin tat prizmasinin disinda kaldigi ve bagimsiz bir tat oldugu
gozlenirken, dogal olarak MSG igeren hayvansal maddelerden yapilan ¢orbalarin da dort

temel tat prizmasinin disinda umamiye yakin bir yerde oldugu saptanmustir [27].

2.5.1.2. Lezzet arttirict maddelerin siniflandiriimasi

Lezzet artirict maddeler genis ve cesitli malzeme gruplarindan olusur. Lezzet

arttirict maddelerin genel ozellikleri;

a) Gidada dogal olarak olugmasi imkansiz yapay maddeler,

b) Normalde gida olarak tiikketilmeyen dogal malzemeler, bunlardan tiiretilen tirtinler
ve esdeger dogala 6zdes lezzetlendiricileri,

c) Bitkiler ve baharatlar, bunlardan tiiretilmis triinler ve esdeger dogala 6zdes
lezzetlendiricileri,

d) Islenmis veya islenmemis gida olarak normalde tiiketilen bitkisel ve hayvansal
irtinlerden elde edilmis dogal lezzet verici maddeler ve bunlarin sentetik

esdegerleri [25].

Lezzet arttirict maddeler olarak kullanilabilirler. Kendilerine ait bir tada sahip
olmayan ancak ilave edildiklerinde gidanin lezzetini arttiran lezzet arttirict maddeler,
kimyasal yapilarmna gore 3 gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar; 5 tane C atomu igeren

L — amino asitler, 6 — hidroksipiirin igeren 5’ — niikleotidlerdir ve maltoldur.

16



Aminoasitler grubunda MSG, ibotenik asit ve trikolomik asit yer alir. Aminoasitler
siifinda, uzun yillardan bu yana sadece glutamik asidin lezzet arttirict etkisi oldugu
bilinmesine ragmen, giiniimiizde iki yeni amino asit olan ibotenik asit ve trikolomik
asidin de s6z konusu aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Glutamik asit (GLU),
ibotenik asit ve trikolomik asit genellikle monosodyum tuzu olarak kullanilirken, inosin
—5”—mono fosfat (IMP), guanosin — 5’ mono fosfat (GMP), ksantosin — 5> — mono fosfat
(XMP), disodyum tuzu olarak kullanilir. GLU, dikarboksilik amino asit yapisinda olup
dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Pek ¢ok protein ve peptidin ana bileseni olan GLU,
bir¢ok hiicrede serbest formdadir. GLU ve tuzlart uzun yillardir gida endiistrisinde
gidalarin duyusal karakteristiklerini gelistirmek amaciyla kullanilmaktadir. Beyin
metabolizmasinda 6nemli rol oynadigindan ve zeka giiciinii arttirdigindan dolay1 zeka
asidi olarak da bilinir [26]. En fazla kullanilan ve en ¢ok bilinen lezzet arttirict MSG olup,
5’ — niikleoidler de lezzet arttiric1 olarak kullanilan maddelerdir.

Niikleotitler gurubunda, GMP, IMP, XMP yer alir. Niikleotitler en fazla hazir
corbalar, konserve etler siit iirtinleri, konserve ve dondurulmus sebzeler, tahillar, taneli
gidalar ve diger bazi gidalarda kullanilmaktadir. Niikleotitler, 5’-niikleotidlerin esas
kaynagi balik kaslart olmasina ragmen bu kaynaktan elde edilmeleri ekonomik
olmadigindan laboratuvarlarda sentezlenmektedir.

Maltol (CeHeOs), 1942’de lezzet arttirict olarak kullanilmaya baslanmistir.
3- hidroksi-2 metil-4 piron yapisinda bir madde olan maltol, soya proteini ve glutininin
fermantasyonu ile olusan, beyaz renkte, kristal yapida, hos kokulu, suda ¢6ziinen bir
tozdur. Maltol, oncelikle bir aroma arttirict olarak kullanilan, dogal olarak olusan bir
organik bilesiktir. Maltol'un tatlilig1, taze pismis ekmegin kokusuna katkida bulunur ve
ekmek ve keklerde bir lezzet arttirict (E numarast E636) olarak kullanilir. Maltollar,
yumusak i¢ecekler, meyveli icecekler, regeller, jelatin ve karbonhidrat¢a zengin gidalarda
kullanilir. Kullanildigr triinlerde tathiligi arttirir. 5 — 75 ppm arast bir miktarda
kullanilmaktadir.

TGK yonetmeligi’nde izin verilen MSG ve niikleotidler basta olmak tizere dnemli
lezzet arttiricilar; niikleotidler, maltol, dioktil sodyum siilfosiiksinat, totiletilendiamin,

siklamik asit’ tir [19].
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2.5.1.3. Lezzet arttirict maddeler ile ilgili yasal diizenlemeler

Lezzet arttirict maddeler, sayica fazla olmalari, ¢ok diislik dozlarda istenilen etkiyi
olusturmalar1, birgcogunun dogada ve dogal gidalarda bulunmalar1 gibi nedenlerle diger
katki maddelerinden farkli olarak degerlendirilmektedir. Katki maddeleri ve lezzet
arttirict maddeler arasindaki en biiyiik fark lezzet arttirict maddelerin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda kullanilmalar1 ve yliksek dozlarda kabul edilebilirliklerinin azalmasi
nedeniyle “kendi kendilerini sinirlama” 6zelliklerinin bulunmasidir. Bu nedenle
giinimiizde CAC, AB ve FDA gibi yasal kuruluslar lezzet maddelerini gida katki
maddelerinden farkli bir simiflandirma yontemi olan bir yonetmelik ile

degerlendirmektedirler.

Lezzet arttirict maddelerin kullanimlarinin sinirlarini belirleyen bu yonetmelige

gore gida katki maddelerinin hizmet etmesi gereken amaglar:

- Gidalarin besin kalitesini korunmasi,

- Ozel ihtiyaglar1 olan tiiketici gruplar1 igin iiretilen gidalarin gerekli bilesenlerini
saglanmasi,

- Gidalarin kalitesini veya stabilitesinin arrtirilmasi, olarak 3’e ayrilabilir.

Yonetmelige gore, lezzet arttirict maddelerin dogasi geregi sahip oldugu
organoleptik ozelliklerin iyilestirilmesi icin gida katki maddeleri ilavesiyle tiiketiciyi
yaniltmak i¢in kullanilmamalidir. Gida katki maddesinin hatali dirtinlerin veya
istenmeyen herhangi bir durumun etkilerini gizlemek i¢in kullanilmamasi kosuluyla, gida
katki maddeleri, gida enzimleri ve gida aromalar1 da dahil olmak tizere gidalarin tiretimi,
islenmesi, hazirlanmasi, aritilmasi, paketlenmesi, tasinmasi veya depolanmasina
yardimc1 olmalidir. Bunlar, gidalarda uluslararasi standartlardan sorumlu ortak

FAO/WHO organi olan Codex Alimentarius' da yer alan ilkelere benzer niteliktedir [28].

2.5.1.4. Umami

Son yillarda, standart temel tatlara ek olarak (tatl, eksi, tuzlu ve ac1), umami tadi
besinci temel tadi olarak siniflandirilmistir. Tipik umami tadi, birgok kiiltiirde birgok

giday1 ¢esnilendirmek i¢in kullanilan monosodyum L-glutamattir.

Umami tadi, saglayan gida katki maddeleri, glutamat tuzu olan MSG,
monoamonyum glutamat, monopotasyum glutamat ve riboniikleotid bilesikleri, yani IMP

ve GMP olan bir lezzet arttirici olarak kategorize edilir [29]. L-konfigiirasyonunda sadece
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glutamatin serbest bi¢cimi, lezzet arttirici Ozellikler gosterir ve bu nedenle, gida
endiistrisinde bir lezzet arttiric1 olarak yaygin sekilde kullanilir [30].

Bugiin tiiketimi yilda 2,5 milyon tonu ge¢mekte ve yilda birkag yiizdeyle artmaya
devam etmektedir. MSG' nin bu yaygin ve artan kullanimi, MSG' nin, oral duyusal
tatlandiric1 roliine ek olarak, metabolizmada hem fizyolojik hem de beslenme rollerini
oynadigimi gostermektedir [31].

MSG, diger gidalar tarafindan saglanamayan bir lezzet iiretir. Japonca “istah”
olarak ¢evrilen umami olarak tarif edilen bir tadi ortaya ¢ikarir [32].

Umami, glutamat ve inosinat ve guanilat gibi 5’-riboniikleotidlerin verdigi
karakteristik bir tada sahiptir. Glutamat ve niikleotitler bircok gidada bulunur ve gidalarin
tadi, lezzeti ve kabul edilebilirliginde 6nemli rol oynamaktadir. Bu ayirt edici tadi ilk
olarak 1908 yilinda, onu tanimlamak i¢in “umami” terimini kuran Ikeda tarafindan
kesfedilmistir. Ikeda, balik ve et gibi gidalarda lezzeti olusturan bilesenlerin iginde dort
temel tattan farkli bir uyar1 oldugunu ve bu uyarinin glutamik asit tarafindan
olusturuldugunu saptayarak bu yeni tada umami adin1 vermistir. Ikeda, 1908'de “umami”
terimini icat etmesine ragmen, uluslararasi bir sekilde temel bir tat olarak kabul
edilmesinin 75 y1l stirdligii goriilmiistiir.

Umaminin temel tadr olarak kabulii ve siniflandirilmasi nispeten yeni bir gelisme
olmasina ragmen, umami maddeler bakimindan zengin gidalar ve igerikler tarih boyunca
kullanilmistir. Antik Yunanistan ve Roma'da fermente edilmis balik sosu kullanimi
belgelenmistir [32].

5. temel form olarak kabul edilen umami tadinin esas olarak glutamat i¢in G
protein-bagli mGluR4 ve heterometrik T1RI+TIR3 reseptorlerin tanimlanmasiyla
iligkilendirilmistir. Umami gida baharatlar1 i¢in oldukc¢a 6nemli bir yere sahiptir ve gida
tiretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [33].

Insanlara uygulanan fizyolojik testler umami uyarisinin dort temel tattan farkli
oldugunu ortaya koymustur. Yapilan c¢alismalar sonucunda umami uyarisinin tat
prizmasinin diginda kaldigi ve bagimsiz bir tat oldugu gozlenmistir [34]. Sekil 2.1°de
umaminin tat prizmasi i¢indeki yeri gosterilmistir. 21 tat uyarani arasindaki benzerlikler
i¢in ii¢ boyutlu M-D-SCAL ¢6ziimii, dort temel zevkin dort kdsede yer aldigini ortaya
koyan ii¢ boyutlu bir tetrahedrondur. iki, ii¢ ve dort temel tatlarin tiim karisimlari

kenarlarda, ylizlerde, iceride veya en azindan c¢evresinde bulunur. Monosodyum
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glutamat, tetrahedrondan agik¢a ayrilmistir. Bu, umaminin dort temel zevke sahip

olmadig1 anlamina gelir [24, 30, 35].
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Sekil 2.1. Umami tadimn tat prizmasindaki yeri [5]

MSQG, “lezzetli” tatlardan sorumlu olan umamiyi gelistirir. MSG, bir lezzet arttiric
olarak bilinir, ¢linkii glutamat tek basina bir lezzet uyandirmaz, ancak mevcut lezzetleri
arttirir [36]. MSG, tuz ile kombine edilebilir, bu uygulama aromay1 arttirir ve tuz
ihtiyacini azaltir [37].

2.5.2. Monosodyum glutamat (MSG)

MSG diinyada en ¢ok bilinen ve gida iiretimlerinde yaygin sekilde kullanilan bir
lezzet arttirici katki maddesi olup, esansiyel olmayan L-Glutamik asidin sodyum
tuzudur [38,39]. Birgok gida maddesi ve insan viicudunda proteinlerin yap1 tasi olan
amino asit formunda veya serbest halde bulunmaktadir [40].

MSG, kirmizi et, balik, tavuk eti, ¢ok sayida sebze, sos, corba ve terbiye
karigimlariyla uyum gosterir. Bir aroma olarak MSG dogru miktarda kullanildiginda tatla
etkinlesen diger bilesenleri iyilestirerek belirli yemeklerin genel tadini dengeleyip
birlestiren bir 6zelligine sahiptir [41].

MSG, bir¢ok gidaya eklenen, ancak dogal olarak da ortaya cikan bir lezzet
arttiricidir. Ayrica MSG, kendinden 6zel bir lezzet katmaksizin, gidanin dogal lezzetini

kuvvetlendirerek gizli lezzet karakteristiklerini ortaya c¢ikarmakta, zayif lezzet
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karakteristiklerini arttirmakta, agizda doluluk ve siireklilik gibi gidaya 6zgii kalite
karakteristiklerini gelistirmektedir [42,43].

Gida katki maddesi olarak E 621 koduyla bilinen monosodyum glutamatin
kimyasal ad1, monosodyum L-glutamat monohidrattir (CsHsNNaO4.H.O) ve 187,13'liik
bir molekiiler agirliga sahiptir. MSG’nin IUPAC adi Sodyum 2-Aminopentandioat'dir.
Pratik olarak kokusuzdur. Suda serbestge ¢Oziiniir, etanol i¢inde az ¢oziiniir ve eterde
pratik olarak ¢oziinmez [44]. Beyaz kristal bir toz olan MSG gorseli, Gorsel 2.1.°de

verilmistir.

Gorsel 2.1. Monosodyum Glutamat gorseli [45]

Sodyum glutamat veya MSG olarak da bilinen monosodyum glutamat; dogal olarak
en fazla ortaya ¢ikan gerekli olmayan amino asitlerden biri olan L-GLU’nun sodyum

(Na*) tuzudur. MSG’nin molekiil yapisi ve kimyasal 6zellikleri Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2. MSG molekiil yapist

MSG'nin E numarasi E 621'dir. MSG glutamati, diger gidalardaki umami tadininin
aynisin1 vermektedir. Kimyasal olarak her ikisi de ayn1 yapiya sahiptir. Endiistriyel gida
ireticileri, diger tatlarin genel algisin1 dengeledigi, harmanladig1 ve birlestirdigi i¢in
MSG’yi aroma artiric1 olarak pazarlamakta ve kullanmaktadir. Monosodyum glutamatin
ticari adlar1 arasinda AJINOMOTO, Vetsin ve Ac'cent bulunmaktadir [46]. Gidalarda
bulunan serbest Glu miktarlar: Tablo 2.2.’de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Gidalar bulunan serbest glutamik asit miktarlar: [47].

Gida tiri

Serbest glutamik asit (mg/100 g)

Et ve Kiimes hayvanlari
Sigir
Domuz
Tavuk
Deniz yiyecekleri
Istiridye
Yengeg
Mavi yengec
Alaska biiyiik yengec
Karides
Sebzeler
Kabak
Ispanak
Domates
Yesil kuskonmaz
Misir
Bezelye
Sogan
Patates
Mantar
Soyasoslart
Cin
Japonya
Kore
Filipin
Meyveler
Avokado
Elma
Uziim

Kivi

10

22

140
19
43
72
20

50
48
246
49
106
106
51
10
42

926
782
1264
412

18

23



Tablo 2.2. devam. Gidalar bulunan serbest glutamik asit miktary [47].

Gida tiirti Serbest glutamik asit (mg/100 g)
Peynir

Parmesan 1680

Cedar peyniri 182
Stit

Inek 1

Keci 4

Anne siitii 19

Balik soslar1

Cin 828
Japon 1383
Endonezya 727
Malezya 621
Myanmar 948
Filipinler 988
Tayland 950
Vietnam 1370
Fermente fasulye
Soya fasulyesi (Japonya) 136
Soya fasulyesi ( Bat1 afrika) 965
Keg¢i boynuzu (Bat1 Afrika) 1700
Soya fasulyesi (Cin) 476

2.5.2.1. Monosodyum glutamatin tarihgesi

MSG’nin gidalarda kullanimi, deniz yosunlar1 kullanimi ile basta Cin ve Japon
mutfaklar1 olmak {izere, Tiirkiye de dahil bir¢ok iilkede hazir gidalarda yaygin olarak
kullanilmaya baglamistir. 1907-1908 yilinda Kikunae Ikeda, Japonca “kombu” olarak
adlandirilan yosundaki (Laminariaceae) farkli ve lezzetli tadi bulmak i¢in ¢alismalara
baslamigtir. Tkeda, yosuna bu tadi veren igerigi saflastirmak istemis ve nihayet 1908

yilinda bunu bagarmistir [48].

MSG ile ilgili arastirmalarda s6z konusu aminoasidin sadece “L” formunun lezzet
arttiricr aktiviteye sahip oldugu, “D” formunun ise aktivitesinin olmadig1 saptanmistir.
MSG saf olarak veya maya ekstraktlarinin gizli igerigi olarak veya hidrolize protein

olarak ve yiiksek oranlarda glutamat igerecek sekilde besinlere eklenebilir [49].
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Ikeda, iyonize glutamatin umami tadim1 ortaya ¢ikardigini kanitlamak igin
kalsiyum, potasyum, amonyum ve magnezyum glutamat gibi ¢ok sayida glutamat
tuzunun tat Ozellikleri tizerinde ¢alismalar yapmistir. Tiim tuzlarda diger mineraller
nedeniyle belirli bir metal tadina ek olarak umami tadi ortaya ¢ikmistir. Bu tuzlar arasinda
en fazla ¢oziilebilen, yenilebilir lezzette ve kolaylikla kristalize olan1 sodyum glutamattir.
Profesor Ikeda bu {iriinii monosodyum olarak adlandirmis ve MSG iiretim patentini
almstir.

Bu baharat 1909 yilinda, kimyasal ve farmasétik endiistrisinde ¢ok iyi taninan
girisimeci Saburousuke Suzuki tarafindan, AJI-NO-MOTO adiyla markalastirilmistir.
MSG, genel olarak diizenli gida isleme kosullar altinda istikrarlidir. Pisirme sirasinda
MSG ¢oziilmez, ancak diger amino asitlerde oldugu gibi ¢ok yiiksek 1silarda sekerin

varhiginda esmerlesme veya Maillard reaksiyonlari ortaya ¢ikar [50].

2.5.2.2. Monosodyum glutamatin ticari olarak iiretimi

MSG genel olarak, tuz ile kombine halde kullanilir ve genelde eklenen oranin
%10 — 20 kadar1 tuz olacak sekilde hazirlanir. Kristal halde bulunan ham glutamik asit
oncelikle su igerisine siispanse halde tutunur, daha sonra ¢oziiniir, notralize hale gelir ve
icerige sodyum hidroksit eklenmesi ile monosodyum tuzu haline gelir. Cozelti aktif
karbon kullanilarak renksizlestirilir ve gerekli ise sogutma igleminden 6nce vakum altinda

60°’de konsantre hale getirilir ve hazirlanmig olur [51].

2.5.2.3. Monosodyum glutamatin gidalarda kullanimi

MSG, dogada en yaygin olarak bulunan amino asitlerden biridir ve bir¢ok protein,
peptid ve dokularda bulunur. Glutamat viicutta tretilir. Yapisal bir protein olusturmak
icin diger amino asitlerle baglanir [52]. Glutamat protein molekiiliine baglandiginda,
tatsizdir ve yemege umami tadin1 vermemektedir. Bununla birlikte, fermantasyon,
yaslanma, olgunlasma ve 1s1 pisirme islemi sirasinda gerceklesen protein hidrolizi,
glutamati serbest birakir [53]. Glutamat, peynir, deniz iiriinleri, et suyu ve diger bir¢ok
gida i¢in 6nemli bir bilesendir [54]. MSG tiiketimi gegmisten giiniimiize artarak devam
etmektedir [55].
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2.5.2.4. Monosodyum Glutamat ile ilgili yasal diizenlemeler

Tiim gida katki maddelerinin mevcudiyeti, gida katki maddelerinin kullanildiklari
yiyeceklerin igerik listesi siirekli gdzetim altinda tutulmalidir. Degisen kullanim kosullart
ve yeni 15181n 15181nda gerektiginde yeniden degerlendirilmelidir

Genel olarak, gida katki maddelerinin dogaya ve insan sagligina zarar vermemesi
icin, JECFA gibi uluslararas1 ve TGK gibi yerel prosediirlerin verdigi giinliik alim miktar1
ve maksimum kullanim miktarlar1 géz ontine alinarak kullanilmalidir [56].

Avrupa iilkelerinde, tiiketime hazir {iriinlerdeki MSG igerigi, 10 g/kg asmamasi
gerekmektedir. Tiirkiye’de kullanima izin verilen glutamik asit ve glutamatlarin

maksimum kullanim miktarlar1 Tablo 2.3’de gosterilmistir [57, 58].

Tablo 2.3. Glutamik asit ve glutamatlarin maksimum kullanim miktarlar: [10].

E-kodu Adi praksimugg
miktar
E 620 Glutamik asit
E 621 Monosodyum glutamat
yumg 10 g/kg, tek
E 622 Monopotasyum glutamat ~ basina veya
birlikte,
E 623 Kalsiyum diglutamat glutamik asit
cinsinden
E 624 Monoamonyum glutamat
E 625 Magnezyum diglutamat

Tablo 2.3’e gore E 620 ve E 625 arasinda E kodu bulunan glutamat tiirevleri igin
Tiirk Gida Kodeksine gore kullanilmasina izin verilen maksimum miktar 10 g/kg dir. Bazi
geleneksel triinlerin ve kullanilmas: yasaklanan gida katki maddeleri Tablo 2.4.’de

verilmistir.
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Tablo 2.4. Ulkemizde iiretilen bazi geleneksel iiriinler ve bunlarda kullanilmasi yasaklanan gida katk

maddeleri [10]

Gidalar

Yasaklanan gida katki maddelerinin adi/kategorileri

Fermente Sucuk

Isil Islem Gérmiis Sucuk

Pastirma

Doner

Kanatli Doner

Kofte

Pekmez
Cig kofte ve mezeler
(haydari, arnavut cigeri,
bakla fava, saksuka,
humus ve benzeri)
Pide, bazlama

E 620-625: Glutamik asit—glutamatlar
E 626 — 635: Riboniikleotitler

E 251-252: Nitratlar

Renklendiriciler

E 620-625: Glutamik asit—glutamatlar
E 626 — 635: Riboniikleotitler
Renklendiriciler

E 620-625: Glutamik asit—glutamatlar

E 626 — 635: Riboniikleotitler

E 251-252: Nitratlar

Renklendiriciler (yenilebilir dis kaplamalari harig)

E 620-625: Glutamik asit—glutamatlar
E 626 — 635: Riboniikleotitler

E 249-250: Nitritler

Renklendiriciler

E 620-625: Glutamik asit—glutamatlar
E 626 — 635: Riboniikleotitler

E 249-250: Nitritler

Renklendiriciler

E 620-625: Glutamik asit—glutamatlar
E 626 — 635: Riboniikleotitler
E 249-250: Nitritler
Renklendiriciler
Timi

Tiimii (sitrik asit harig)

Timii

Glutamat, birgok gidada dogal olarak ortaya ¢ikmasina ragmen, siklikla bir lezzeti

arttirmak icin ilave olarak eklenir. Domates, mantar ve peynir gibi biiyiik miktarlarda

serbest glutamat iceren gidalar geleneksel olarak tuzlu yemek elde etmek i¢in kullanilir

[59]. Gidalara glutamat eklendiginde, dogal olarak meydana gelen serbest glutamat

benzeri bir lezzetlendirme fonksiyonu saglar [60]. Bu nedenle, et, corbalar, kiimes

hayvanlari, deniz {riinleri, aperatifler ve giiveclerin dogal lezzetlerini gelistirmek i¢in

kullanilmaktadir [61].
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2.5.2.5. MSG"’ nin gidalardaki miktar tayini ile ilgili calismalar
M.D. Croitoru ve digerleri, YPSK-UV metodu ile, MSG’nin OPA ile

tirevlendirilmesi esas alinarak glutamatin et iriinlerinde, ¢orbalarda ve vejeteryan
tirtinlerde belirlenmesi i¢in bir YPSK yontemi gelistirilmistir [62]. Yontem daha yaygin
olarak YPSK-FLD yonteminden daha az duyarli iyi bir lineerlik dogruluk ve
tekrarlanabilirlige sahip olsa da en fazla izin verilen miktardan 200 kat daha diisiik miktari
tespit edebilmislerdir. Sosislerde, glutamat miktarin1 0,14 g/kg, domuz eti sosisinde ise
2,16 g/kgolarak bulunmustur. Vejeteryan iiriinlerde ve hazir gorbalarda ise, bulunan
miktar 80 — 120 g/kg garaligindadir. Domuz salami 6rneginde hesaplanan MSG miktarini
18.05 g/kg, sigir salaminda 17,99 g/kg, jambonda 12,99 g/kg, sosiste 10,99 g/kg, tavuk
jambonunda 10,00 g/kg, hindi jambonunda 17,65 g/kg olarak bulmuslardir [63].

Buket Er Demirhan ve digerleri MSG miktarinin tavuk ve et suyundaki miktarlarini
saptamislardir. Farkli markalarin (a,b,c,d) 122 adet bulyonlarini alip, YPSK-DAD cihazi
ile MSG miktarmin bulunmasi konusunda g¢alisma yapmislardir. Yapilan caligmada,
markalardaki ortalama miktarlar arasinda 6nemli farklar goriilmiistiir. Tavuk sularindaki
MSG miktarinin et suyundakilerden daha az olarak 6l¢iildiigii goriilmiistiir. Glutamik asit
OPA ile tiirevlendirilerek her bir standart YPSK-DAD sistemine enjekte edilmistir. A, B,
C ve D marka orneklerinde ortalama MSG seviyeleri (+ SE) 14,6 = 0,2 g/kg, 11,9 +
0,3g/kg, 9,7 £ 0,1 g/kg ve 7,2 + 0,1 g/kg olarak hesaplamiglardir. Ayrica, tavuk
bulyonlarda bulunan ortalama MSG miktarinin et bulyonlara gore daha az miktarda
oldugu goriilmiistiir.

Tiziana Populin ve digerleri farkli marketlerden alinan hazir ¢orba, et sulari, gorba
sosu ve kremalar ile graniil toz soslar ve salata soslariin igerisinde bulunan MSG
miktarinin tayini gerceklestirmislerdir. Caligmada, orneklerin yapisina gore farklh
yontemler izlenmis olup, sivi Ornekler (hazir c¢orbalar) tiirevlendirme ve YPSK
isleminden Once seyreltme islemine tabi tutulmuslardir. OPA ¢ozeltisi tiirevlendirme
ajani olarak kullanilmiglardir. MSG ilave edilmis olan ¢orbalarda Glu igerigi 92,7 — 341
mg/100 g olarak hesaplanmistir. llave MSG icermeyen gidalardaki en yiiksek Glu
miktarlart hidrolize proteinler i¢eren iiriinlerde (129 mg/100 g'a kadar) bulunmustur [64].

Mehreen Lateef ve digerleri, MSG konsantrasyonlari Pakistan’daki 10 fakli baharat
igerisindeki MSG miktarin1 YPSK kullanarak tayin etmislerdir. Calismada, standart MSG
ve MSG igeren oOrnekler kolon oncesi tiirevlendirme (pre-column) islemine tabi

tutulmustur.  Tirevlendirme ajan1 olarak  1-Fluoro-2,4-dinitrobenzen (DNFB)
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kullanilmistir. Farkli 6rneklerdeki monosodyum glutamat konsantrasyonlarimi %2,6 — 7,7
arasinda elde etmislerdir [65].

Oi-Wah Lau ve digerleri, gidalardaki MSG miktarini iletkenlik dedekorlii sivi
kromatogorafisi yoOntemiyle belirlemislerdir. Tayin hassasiyetini artirmak i¢in
aminoasitin kolon sonrasi ya da kolon dncesi tiirevlendirme iglemine gerek duyulmadigi
gbzlemlenmistir. Bu yontemde kromatografik tayininden 6nce numune saflagtirmasinda
kisa bir Dowex SOW-X8 (H") kolonu kullanilmistir. Onerilen yontem ¢esitli besin
orneklerindeki %0,007 (a/a) oranindaki seviyeye kadar olan monosodyum glutamatin
miktarini tayin etmek i¢in kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Sonug olarak yiyecek
tiriinlerindeki monosodyum glutamat miktarini belirlemek i¢in basit, ucuz ve gilivenilir
bir yontem gelistirmiglerdir. Bu yontemde aletli 6l¢iimden Once glutamatik asiti
tirevlendirmeye gerek olmadigi belirlenmis bdylece tiirevlendirme siirecinden dolay1
olusan, tlirevlendirme tepkimesinin tamamlanmasi, tepkime orani, kolondaki tepkime
tirtintinde muhtemel bozulma gibi bir¢ok hatayr yok edilebilecegi gbzlemlenmislerdir
[66].

Rodriguez ve digerleri, hamburgerlerin igerisinde bulunan monosodium
glutamat’in miktarinin tayini bir YPSK yontemi gelistirmislerdir. Caligmalarinda
MSG’yi tlirevlendirmek i¢in ajan olarak DNFB kullanmiglardir. 254 nm dalga boyunda
gerceklestirilen YPSK-DAD analizi sonucunda monosodyum glutamatin miktarlarini
sirastyla 100,5 mg/kg, 100,7 mg/kg, 130,3 mg/kg, 217,9 mg/kg, 178,9 mg/kg olarak
belirlemislerdir [67].

Mustafa ve digerleri geleneksel et yemeklerinde bulunan MSG miktarini belirlemek
icin YPSK-DAD yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde kolon Onceki tiirevlendirme
islemi i¢in DNFB kullanmiglardir. Yapilan analizler sonucunda geleneksel et
yemeklerinde bulunan MSG miktar araligimi yani %0,2 — 0,8 seviyelerinde tespit
etmisleridir [68].

Wafaa M. ve digerleri, Assiut sehrinde bulunan pazardan se¢ilmis gida 6rneklerinin
monosodyum glutamat igerigini YPSK araciligiyla belirlemisledir. Piring baharatlari,
Indomie eriste; tavuk bulyon ve patates cipsi Orneklerinden 3’er adet se¢misler ve
monosodyum glutamat tayini gergeklestirmisledir. Analizlerinden elde edilen sonuglar,
MSG'nin, tiim 06rneklerde mevcut oldugunu gostermislerdir. Hesaplanan MSG
miktarlarmi sirasiyla 1,355 g/100 g (%1,35), 7,335 ¢/100 g (%7,33) ve 2,102 g/100 g
(%2,1) olarak hesaplamislardir [69].
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Hnin-Pwint Aunga ve Ute Pyellca, konserve gida ve diger islenmis gida
orneklerinde monosodyum glutamat (MSG), benzoik asit (BA) ve sorbikasit (SA) hizl
es zamanl belirlenmesi i¢in, kapiler elektroforez ile ayirma yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde MSG'nin tiirevlenmesi igin tiirevlendirme ajan1 olarak, 3-merkaptopropiyonik
asit (3-MPA) ile birlikte o-fitalaldehit (OPA) kullanmiglardir. Bu yontemi, soya sosu,
balik, istiridye sosu ve tatli sili sos gibi ger¢ek 6rneklere uygulamislardir. MSG’nin tayin
ve tespit limitlerini sirastyla 0,46 mg/L ve 0,14 mg/L olarak, 6rneklerde bulunan MSG
miktarlarini ise sirastyla 2263, 11563, 2590, 53 mg/L olarak tespit etmislerdir [70].

A. T. Rhys Williams ve digerleri, gida 6rneklerinde bulunan MSG miktarinin tayini
icin yontem gelistirmislerdir. MSG’yi FLD ile tayinini gerceklestirmek i¢in Dansil
Kloriir’ii tiirevlendirme ajani olarak kullanmislardir. Ortalama %97 geri kazanim ytizdesi
ve %3,5 standart sapma ile gergeklestirdikleri ¢alismada, tavuk gorbasinda 5,40 g/100g,
sigir ve domates ¢orbasi karisiminda 4,99 g/100 g, sebze ¢orbasinda 3,79 g/100 g, mantar
corbasinda ise 9,87 g/100 g MSG oldugunu tayin etmislerdir [71].

Chanvorleak Phat ve digerleri, Kore’de ticari olarak satilan 17 adet yenilebilir
mantar, umami tat bilesikleri (5- niikleotitler: AMP, GMP, IMP, UMP, XMP; serbest
amino asitler: aspartik, glutamik asit) i¢cin analizi gergeklestirerek elektronik dil sistemi
ile 6l¢iimlerine tabi tutmuslardir. YPSK yontemi ile analizi gergeklestirilen bu ¢aligmada
MSG analizi gergeklestirmek i¢in tiirevlendirme ajani olarak OPA kullanmislardir. Cogu
mantarin yliksek seviyede umami tadi sergiledigini belirtmislerdir. Amanita virgineoides
en yliksek toplam 5’ niikleotid igerigine (36,9 + 1,50 mg/g) sahipken, monosodyum
glutamat benzeri bilesenler (42,4 £ 6,90 mg/g) Agaricus bisporus'ta en yiiksek degere
sahip oldugunu rapor etmislerdir. Esdeger umami konsantrasyonu (EUC) 1,51 £ 0,42 ila
3890 + 833 mg MSG/g kuru agirlik arasinda degismektedir [72].

Nur C. ve digerleri, tavuk ve et bulyonlar, patates cipsleri, soslar ve ¢orbalar gibi
gida maddelerinde bulunan monosodyum glutamatin (MSG) incelenmesi amaciyla sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) yontemini gelistirmislerdir.
LOD ve LOQ degerleri, sirastyla 1,0 pg/kg, 5,0 pg/kg olarak belirtmislerdir. Bu LC-
MS/MS teknigi, cok cesitli gida maddelerinde MSG' nin saptanmasi igin basariyla
uygulanmistir. MSG igerigi gida orneklerinde 0,01 g/100 g ila 15,39 ¢/100 g arasinda
degismistir. Onemli olarak, giinliik tiikketimde serbest glutamik asitin belirlenmesi ve
serbest glutamik asit tiiketimi ile iligkili ¢esitli yan etkileri de 6nlemek amaciyla

gidalardaki tespitlerini gergeklestirmistelerdir [73].

30



M. Khairunnisak ve digerleri, islenmis gidalarda serbest glutamik asit miktarini
6lemek icin YPSK-FLD yontemi gelistirmislerdir. Malezya'da bulunan 44 yemek ve 26
baharattan olusan orneklerde bu yontemi uygulamiglar. YPSK-FLD sistemi kullanarak
bu tayini gerceklestirmislerdir. Geri kazananim ¢aligsmalari i¢in 6rneklere, 6 ila 31 mg/g
seviyelerinde glutamik asit ilave edilmistir. Farkli matrislerde hesaplanan ortalama geri
kazanim degerini %88 ila %102 olarak hesaplanmis olup ortalama geri kazanim %97
olarak raporlanmistir. Arastirmadan elde edilen sonuglar, islenmis gidalarda ortalama
serbest glutamik asit i¢eriginin 0,34 ile 4,63 mg/g arasinda degistigini, hazir yemeklerde
ise roti canai (kori soslu ekmek)'de 0,24 mg/g kadar diisiik oldugunu ortaya koymustur.
Dim sum (genellikle kiyilmis et, deniz mahsulleri ve sebzeler, buharda veya kizartilmis
olarak doldurulmus kiigiik bir hamur) i¢cinde 8,16 mg/g glutamik asit igerdigini
hesaplamiglardir. Serbest glutamik asit i¢erigi, mayonezde 0,28 mg/g tavuk bulyonda ise

170,90 mg/g olarak raporlanmistir [ 74].

2.5.2.6. MSG’nin saglk iizerine etkileri ve ilgili calismalar

MSG' nin insan sagligina etkileri ve giivenli kullanimi, 1980'lerin basindan bu yana
tartismal1 bir konu olmustur. Monosodyum tuzu yapisindaki L-GLU, besinci temel tat
olarak bilinen, et aromasina ¢ok benzer olan tipik “umami” aromasini vermesiyle gida
endiistrisinde 6nemli bir yere sahip olmustur.

2007 yilinda, MSG’nin diinya ¢apindaki iiretiminin 2 milyon ton civarinda oldugu
tahmin edilmistir. Artan bu kullanim ile birlikte, gida sanayisinde ¢ok fazla kullanilan bu
maddenin saglik tzerine etkileri konusunda ise FDA MSG’yi giivenli olarak
tanimlamasina ragmen bu konu hakkinda goriis biitiinligli yoktur. MSG’nin ¢esitli
hastaliklar tizerinde etkili olduguna, toksik etkiler gosterebildigine dair literatiirde bilgiler
yer almaktadir. Bu tiir ¢eligkili bilgiler de MSG*nin giivenli kullanimina yonelik siiphe
uyandirmaktadir [46]. MSG'nin gidalara biiyiik miktarlarda eklenmesi saglik sorunlarina
yol agabilir [66].

Mehreen ve digerleri, MSG igin kabul edilebilir giinliik alim miktar1 belirlenmistir.
Ancak lezzetli dozu 60 mg/kg olarak belirlemistir [65].

Colucci, P.E ve digerleri, MSG'nin obeziteyi, insiilin salinimini artirarak,
ketogenezi azaltarak ve adolesan donemde biiylime hormonunun salinimini baskilayarak
tetikledigi yapilan aragtirmalar sonucu bulunmuslardir. MSG'nin istah1 artirmasi {izerine

yapilan bir deneyde koyunlara degisik miktarlarda MSG igeren otlar verilmistir. MSG
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miktar1 ve ot yeme arasindaki iligki incelenmistir. 5 — 40 g/kg oraniyla karistirilarak
verilen MSG’nin koyunlarda %146 istah arttirdig1 gozlenmistir. Bu ¢alismada anlatilan
kalitesiz yiyeceklerin kullanimi1 MSG eklenmesiyle arttirilabilir oldugu gézlemlenmistir
[75].

MSG'in izin verilen smirin iizerindeki tiiketimi, beyin hiicresi hasari, retina
dejenerasyonu, endokrin bozuklugu ve bagimlilik gibi patolojik durumlarla sonuglanan
norotoksin etkileri ile iliskilendirilmistir. Bu sorunlara ilave olarak inme, epilepsi ve

beyin travmasi gibi saglik sorunlariyla da iliskilendirilmis ¢alismalar raporlanmustir [76].

MSG, umami olarak adlandirilan essiz bir tat hissi ortaya c¢ikarir ve ¢esitli
mutfaklarda yaygin bir lezzet arttirict olarak kullanilmasi beraberinde bazi saglik
sorunlar1 getirdigine dair son zamanlar ¢alismalar olduk¢a artmaktadir. Bagirsak
mukozasinda ve oral kavitede L-glutamat (Glu) ve transdiiksiyon molekiilleri igin
reseptOrlerin varligini ortaya koymustur. Gastrik afferent vagal sinir, 6zellikle midede
Glu tarafindan liiminal stimiilasyona yanit verir ve otonomik refleksleri diizenler.
MSG'in intragastrik inflizyonu ayni zamanda birka¢ beyin alanini (insular korteks,
limbik sistem ve hipotalamus) harekete gecirir ve siganlarda aroma tercihi 6grenmeye
neden olabilir. Bu sonuglar, Glu siniri ve viseral yollarla sinyallemenin beyni harekete
gecirerek sindirim, emilim, metabolizma ve diger fizyolojik fonksiyonlarda 6dnemli bir

rol oynadigini gostermektedir.

Glutamatin kendisi cogu durumda c¢ok diisiik toksisiteye sahiptir ancak sicanlar ve
fareler i¢in glutamatin oral 6ldiiriicii doz miktart LDso’ nin degeri 15,000-18,000 mg/kg
vicut agirhigidir [77]. Ayrica glutamat, insan beyninde etkili bir uyarici
norotransmiterdir. Glutamat reseptorii inaktivasyonu, sinaptik yarikta glutamat
gerialinimi ile dengelenmemisse, glutamat mayakumiile olur ve norotoksik hale gelir
Hafiza, 6grenme ve diizenleme siireglerini etkiler [78]. Amerikan Deneysel Biyoloji
Birlikleri Federasyonu (FASEB)’in 1995 tarafindan bildirildigi tizere, 0,5 ila 2,4 ¢
dozunda MSG'ye maruz kalmak, kizarma, bas agrisi, agizda uyusma ve diger
semptomlarla karakterize edilen gec¢ici MSG sendromu (Cin restorani sendromu) ile
sonuclanabilir. Bu nedenle, MSG tiiketiminin giivenligi konusunda tartismali goriisler
oldugu raporlanmistir [79, 80].

MSG amino asit glutamat'a bagli, tek sodyum atomlu serbest bir amino asit tuzu

olup islenmis gidalarda lezzet arttirict olarak sik¢a kullanilan gida takviyesidir. Belirli
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MSG miktarinin olast toksik etkilerine sahip oldugunu gosteren bazi caligsmalar
yapilmistir. Bu nedenle, gida bileseni olarak MSG, saglik ¢calismalarina da konu olmustur.
Hem insan hem de hayvan arastirmalarinda MSG tliketimi ile ilgili olarak diyabet ve
obezitede denekler gézlenmistir. MSG, yemeklerin lezzetini arttirir ve bdylece istahi
olumlu etkiledigi ve viicut agirliginda artisa neden oldugu gortilmistiir [81].

Son donemde yapilan epidemik ve hayvan c¢alismalari sonucunda son yillarda
Ozellikle artis gosteren beden kitle endeksi, obezite ve insiilin direnci gibi ¢esitli
metabolik hastaliklarin MSG kullanimu ile iligskilendirilmistir [82].

Bununla birlikte, belirli MSG miktarinin olas1 toksik etkilerini gosteren ve
miyokardiyal ve hepatik hastaliklarla iliskili olabilecegini gosteren bazi ¢calismalar vardir
[83]. MSG nin insan saglig iizerine etkileri ile ilgili pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir.
Yapilan bu calismalar sonucu elde edilen bazi kanitlar, MSG' nin astimi ve migreni
tetikleyebilecegini diislindiirmektedir [36]. Ayni zamanda, anektotal raporlara dayanarak,
bazi kisilerin, MSG' nin agizdan alinmasiyla ilgili akut, gegici ve kendi kendini sinirlayan
reaksiyonlarin temsilcisi oldugu diisiiniilen 'MSG semptom kompleksi' ne neden olan bir
MSG intoleransina sahip olabilirler.

MSG’ nin insan sagligina olan etkilerinin gozlemlendigi baska bir caligmada,
optimum miktar iizerinde kullanimlarda, MSG’ nin Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi
bir¢ok norolojik bozuklugu siddetlendirebildigi sonucuna varilmistir. En sik bildirilen
semptomlar bag agrisi, uyusma/karincalanma, kizarma, kas gerginligi ve halsizliktir [84].

Gida katki maddelerinin kullaniminda dozaj ¢ok onemlidir. Gidalardaki katki
maddelerinin diizenli kimyasal analizleri bliylik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle, gida
katk1 maddelerindeki sinirlamalar, Tirk Gida Kodeksi (TFC) ve Avrupa Birligi
Direktiflerine (EC) gore yapilmustir.

Hashem ve digerleri, 2012 yilinda yaptiklari ¢aligmada, MSG' nin beyindeki
tehlikeli etkileriyle ilgili arastirmalar yapmislardir. MSG' nin albino siganlarin serebellar
korteksindeki ndron ve astrositlerde dejeneratif degisikliklere yol acan norotoksik etkiye
sahip oldugu sonucuna varmiglardir [85].

Umukoro ve digerleri, 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, farelere agizdan verilen
diisiik dozda MSG'nin, Y labirent testinde 6nemli bir bozulma yaratmadigini, ancak 500
mg/kg'lik dozda verildikten sonra yapilan yiizme testinde depresif semptomlar meydana
geldigini ve beyin dokusunda bulunan malondialdehid (MDA) diizeyinde artis oldugunu,

glutatyon (GSH) seviyesinde ise azalma oldugunu raporlamislardir [86].
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Prastiwi ve digerleri, yaptiklar1 calismada siganlara yiiksek dozda (3,5 mg/g viicut
agirhigl) MSG verilmesinden sonra motor koordinasyonunda énemli bir azalmaya neden

oldugunu belirlemislerdir [87].

2.5.2.7. Cin restoran sendromu

New England Journal of Medicine dergisinde, 1968 yilinda Cin restoranlarinda
yemek yedikten 15 ila 30 dakika sonra baslayan yaklasik 2 saat siiren higbir kalic1 etkisi
olmayan bir sendrom tarifi bulunmustur. Bu belirtiler, iki kol ve sirta dogru ilerleyen
uyusma, genel halsizlik ve c¢arpinti olarak tarif edilmistir [88]. Bu semptomlarin
nedeninin yemek i¢inde bulunan tuz, MSG veya alkol gibi ¢ok sayida faktoriin
olabilecegini belirtmislerdir. Bu donemde ‘Cin Restoran Sendromu (CRS)’ kompleks
semptomu iizerinde durulmustur. O zamandan bu yana ¢ok sayida literatiirde, CRS i¢in
etken olarak MSG’ ye odaklanilmistir. Stirekli artan sayida gesitli belirtiler, sonradan
CRS belirtilerine eklenmistir. 1995 yilinda Federation of American Societies for
Experimental Biology (FASEB), FDA komisyonlugunda, MSG ile ilgili raporlarin
gozden gegirme girisiminde bulunulmustur. MSG’ nin agizdan alimlan ile gegici ve
kendini simirlayan akut reaksiyonlarin temsilcisi olarak kabul edildigi sonucuna

varilmigtir. MSG’nin sebep oldugu diisiiniilen hastaliklar asagida verilmistir.

v" Boyun, gogiis ve kol arasinda yanma hissi,
Yiiz basincy/ gerginlik,

Gogiis agrist,

Bas agrisi,

Bulanti,

Carpint,

Sirt, kol ve boyuna dogru uyusma,

Yiiz, sakaklar, iist sirt, boyun ve kollarda karincalanma, hararet, gii¢siizliik,
Bronkospazm (sadece astimlilarda gézlenen)
Uyusukluk,

Halsizlik.

D N N N N Y N N NN

Serbest Glu yutuldugunda, amino asit bir peptide bagl olmadigindan normal
sindirim siire¢leri meydana gelmez. Bu kandaki serbest glutamik asitte hizli bir artiga
neden olur ve yiiksek seviyelerde toksiktir. MSG, tipik olarak bas agrisi, yanma hissi, yiiz
baskis1 ve gogiis agrilari ile iligkili olan CRS’nin nedeni olarak tespit edilmistir [89].

34



CRS’ nin ilging bir 6zelligi, semptomlarin ¢ogu bir veya bir¢ok karakterize
belirtilerden herhangi biri ile etkilenen bireyler ile degisir seklinde tanimlanir olmasidir.
Yakin zamanlarda yapilan ¢alismalarda, en sik rastlanan siibjektif semptomlar;

karincalanma, kizarma, kas sertligi, yaygin halsizlik, bas agrisi ve uyusukluktur [90].

MSG i¢in en uygun lezzetlilik konsantrasyonu %0,2 ile %0,8 arasindadir ve
insanlar i¢in en biiyiik lezzetli doz yaklasik 60 mg/kg viicut agirligidir. MSG, 1980'den
beri kullanimi tartismali hale gelmis olup ve o zamandan beri giivenligi konusunda
sorular devam etmektedir. CRS’nin belirleyici faktorii olarak tanimlanmistir [91]. Bazi
insanlar MSG igeren yiyecekler tiikettiginde, bas agrisi, bulanti, yiiz baski, sikisma, gégiis
agris1 ve sicaklik gibi belirtiler olusabilir [92]. Ayrica, uyarict amino asitlerin (glutamik
ve aspartik asit) Parkinson, hastali§1 patofizyolojisinde merkezi bir rol oynayabilecegi

one siirtilmistiir.

MSG tiiketiminde siir degerlere uyulmadiginda ve bilingsizce tiiketildiginde
saglik tizerinde olusturabilecegi riskler sebebiyle gidalarda MSG miktarlarinin tayini ve
TGK’ya uyumlulugunun kontrol edilmesi énem arz etmektedir. Ulkemizde ve diinyada
cesitli yontemler kullanilarak gidalarda MSG miktar tayini yapilmaktadir. Titrasyon
metodu, enzimatik yontemler, kagit kromatografisi, florometrik yontemler ve gaz ve sivi
kromatografisi yontemleri analiz i¢in kullanilan yontemler bunlardan birkagidir.
YPSK’nin duyarliligimin yiiksek olmasi nedeniyle MSG miktar tayininde kullanilan en
yaygin yontemler arasinda gelmektedir [93].
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3. DENEYSEL YONTEMLER

Yapilan ¢alismalar sonucunda, MSG’ nin saglik iizerinde etkilerinin goriilmesi ve
gidalarda belirlenen kritik kullanim mikatarlari ile birlikte MSG tayini 6nem kaznamustir.
MSG nin tayininde kullanilan yaygi yontemler kagit kromatografisi, titrasyon metodu,

enzimatik yontemler, florometrik yontemler ve gaz ve sivi kromatografisi analizidir.

3.1.Kromotografi

Kromatografi, karmasik bilesenlerde kimyasal bilesenlerin ayrilmasi i¢in en yaygin
sekilde kullanilan analitik bir tekniktir. Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin,
biri sabit digeri hareketli faz olmak {izere birbirleriyle karigsmayan iki fazli bir sistemde
ayrilmast ve saflastirilmas: yontemidir. Akis halinde gaz veya sivi bir fazla birlikte
karisimdaki bilesenler, sabit faz {izerinden gegirilirler; gegirilme esnasinda bilesenlerin
g0¢ hizlarina baglh olarak ayirma islemi gergeklesir. Bu bilgiler 1s1ginda genel bir tanim
yapmaya calisirsak; kimyasal maddeler sabit bir ortama ilave edip bunlarin belirli bir
hareketli faz yardimiyla bilesenlerin belirli 6zelliklerine bagli olarak, sabit ortamdan

ayrilma yontemlerine kromatografi denir.

3.1.1. Kromatografinin mekanizma yoniinden siniflandirimasi

Mekanizma yoniinden siniflandirilmast ayirma ortaminda maddelerin ayirimini
gerceklestiren mekanizmay1 temel alir. Cok ¢esitli mekanizmalar mevcut oldugundan
gruplandirmak bir hayli giictiir. Bilinen mekanizmalar g6z Oniine alindiginda

kromatografi 6 gruba ayilmaktadir [94].
1. Dagilma (partisyon)

. Disa sogurma (adsorbsiyon)

Iyon degistirme

2

3

4. lyon — gifti
5. Molekiil segme
6

. Afinite kromatografi
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3.1.1.1. Dagima kromatografisi

Ornek icindeki her madde hareketli ve sabit faz arasinda Nernst kuralina gore
dagilima ugrar. Dagilma katsayisi (hareketli faz/sabit faz) biiyiik olan ayirma ortamini

Once terk eder.

3.1.1.2. Adsorbsiyon Kromotografi
Sabit fazin kat1 oldugu sistemlerde kat1 ylizeyinde maddenin alikonulmast daha ¢ok
fiziksel kuvvetler etkisi sonucu adsorbsiyonla saglanir. Adsorbsiyon enerjilerinin

farklilig1 maddelerin ayirma ortamini farkli zamanlarda terk etmelerini saglar.

3.1.1.3. Iyon degistirme kromatografisi

Sabit fazda anyon ve katyonlar1 degistirebilen fonksiyonel gruplar bulunmaktadir.
Iyonik maddelerden olusan 6rnek karisim ayrima ortamina verildigi zaman bu iyonlar
sabit fazdaki anyon ve katyonlarla yer degistirerek tutunma gerceklesir. Siirekli olan
akigta olan hareketli faz, iyonun sabit ve hareketli fazda olusturdugu dengeye gore iyonik
maddeyi siiriikler. Denge sabitinin biiylikliigii hangi iyonun daha uzun siire sabit fazda

alikonulacagini, hangisinin 6nce ortami terk edecegini belirlemektedir.

3.1.1.4. Iyon cifti kromotografisi
Kendileri iyonik olmadiklar1 halde, bir iyonik madde ile ayirma ortam1 6ncesi veya

ayirma ortaminda bir iyonik yap1 olusturarak maddenin alikonulmasini saglar.

3.1.1.5. Molekiil Se¢cme Kromatografisi

Sabit faz gozenekli taneciklerden olusur. Bu gézenekler 6rnek icindeki maddelerin
alikonma ortaminda molekiil biiytikliiklerine gore bir siire alikonulmalarini saglar. Tiim
kromatografik yontemlerde ayirma ortamini once kiigiik molekiilli maddeler terk
ederken, bu tiir kromatografide ise once biiylik molekiiller sistemi terk ederler. Sabit fazin

kiigiik gbzeneklerine biiylik molekiillerin girmemesi buna etkendir.

3.1.1.6. Affinite Kromatografisi
Protein — ligand etkilesimine dayali, biyolojik molekiillerin ayiriminda kullanilan
bir yontemdir. Antijen — antikor, enzim — substrat, reseptor ilag, gibi olduke¢a spesifik

etkilesimlere dayanmaktadir.
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3.1.2. iki Fazin polarhk durumuna gére siniflandirma
Polarlik yoniinden kromatografik yontemleri,

a) Normal faz
b) Ters faz

olmak iizere iki gruba ayirmak miimkiindiir.

Normal faz, sabit fazin hareketli faza gore daha polar oldugu yontemdir. Kisaca,
polar sabit faz ve apolar veya diisiik polariteye sahip hareketli faza sahip yontemdir.
Ters faz, hareketli fazin sabit faza gore daha polar oldugu yontemdir. Kisaca, sabit

faz apolar, hareketli faz ise polar olan yonteme verilen isimdir.

3.1.3. Fazlarn fiziksel sekline gore siniflandirilmasi

Bu smiflandirma yontemi en yaygin smiflandirma yontemidir. Buna gore
kromatografik yontemler Once hareketli faza gore, gaz kromatografisi ve sivi
krokmatografisi olarak ikiye ayrilir. Kromatografik yontemleri su sekilde

siniflandirabiliriz;

a) Kagit kromatografisi

b) Ince tabaka kromatografisi
c) Kolon kromatografisi

d) Gaz — sivi kromatografisi

e) Yiksek basingli s1vi kromatografisi

3.1.4. Yiiksek performansh sivi kromotografisi (YPSK)

Gelisen teknoloji ile birlikte son yillarda bilesenlerin ayrilmasinda ve
karakterizasyonunda en ¢ok kullamilan yontem yiikksek performansh — sivi
kromatografisidir. Sivi kromatografisi metodunun 6zel bir uygulamasi olan yiiksek
performansl sivi kromatografisi (YPSK-YPSK) metodunda, sabit faz olarak kullanilan
dolgu maddelerinin partikiil biiyiikliigiiniin kiigiiltiilmesi neticesinde hareketli faz ile
etkilesen sabit faz yiizey alami genisler ve bdylece kolonun etkinliginin arttirilmasi
saglanir. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli (mobil) fazin belli bir hizla

yiiriitiilebilmesi i¢in basing uygulamasi gereklidir.
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YPSK, yapilar1 benzer kimyasal tiirlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi iglemlerinde,
kalitatif ve kantitatif analizlerinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Az
sayida ve bilinen tiirleri iceren karigimlardaki bilesenlerin varligini tanimak amaciyla
yaygin bir sekilde kullanilir. [95].

Bu yontem, oOzellikle son yillarda gidalarin igerisindeki zararli/zararsiz

bilesenlerinin tayini i¢in olduke¢a fazla kullanilmakta ve 6nem arz etmektedir.

3.1.4.1. YPSK sisteminde kullanilan dedektorler

Hareketli fazda meydana gelen fiziksel veya kimyasal degisiklikleri izleyerek
kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina olanak saglayan araglara dedektor adi verilir.
Segilen dedektor hedef maddenin tiiriine gére 6nem arz etmektedir [94]. YPSK sisteminin
en kilit bileseni detektoriidiir. Kromatografik yontem ile ayirimi gerceklestirilmis her
molekiiliin degerlendirilmeleri hassas bir sekilde yapilmalidir. Dedektoriin fonksiyonu
analizi yapilan maddenin konsantrasyonu ile orantili olarak bir elektrik sinyali vermektir

[96]. YPSK sisteminde kullanilan dedektor tipleri Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

39



Tablo 3.1. YPSK kullanilan Dedektor tipleri

Ultraviole/gériiniir (UV/VIS)
Refraktif Indeks (RI)
Floresans
Elektrokimyasal
*Amperometrik
*Kondiiktif
Radyoaktivite
Isik Sagilik
*Cok — Acil1 Lazer Isik Sagilimi (MALLS)
*Evaporatif Isik Sagilim (ELSD)

Kiitle Spektroskopisi

YPSK ig¢in ideal bir dedektor; genis konsantrasyon aralifinda yiiksek duyarliliga,
diistik giirtiltii seviyesine, bilinen segicilige sahip olmali ve kromatografik ¢oziiniirliige
olumsuz etki etmeksizin kolondan gecen bilesiklere duyarli olmalidir. Ayrica dedektor,
sicaklik ve basingtaki degisimlere de duyarli olmamali, analizi yapilacak 6rnegin tiiriine
elverisli olmalidir.

Ideal bir dedektdr kullanilan tampon ¢dzeltiler, organik ¢oziiciiler gibi eliientlere
dair higbir sinyal vermemelidir [97]. Sivi kromatografisinde en ¢ok kullanilan

dedektorler, ultraviyole veya goriiniir 15181n absorpsiyonuna dayanmaktadir [98].

3.1.4.1.1. Ultraviole/Gériiniir (UV/VIS) ve foto diyot dizisi dedektorii (DAD)

YPSK' sistemlerinde en yaygin kullanilan dedektor gesididir. Ultraviole ve
goriiniir bolge spektrofotometresini temel alir. Spektral karakteristige uygun bilesenlerin
analizi yapildig1 i¢in Secici dedektor siifinda yer alir. Bu dedektorler Beer’s Law
yasasina uyar. A, absorbans, € molar absorbsiyon katsayisi, b, hiicre uzunlugu (cm), ¢

ornek konstantrasyonu iken esitlik su sekildedir;
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A= ¢gbc™ (3.1)

En yaygin olarak kullanilan tarama dedektor ise foto diyod dizisi detektoriidiir
(PDA). "Ters optik" olarak kabul edilen bu sistemde, 1s1k kaynagindan gelen spektrum
hiicreyi aydinlatmak i¢in kullanilir ve bu 151n foto diyot dizisi {izerine her biri dar bir
spektral araliga sahip olan bir polikromator araciligi ile dagitilir.

Tirevlendirme islemi icin, 200 — 800 nm dalgaboyundaki 1sinlarin
absorblabilmesi i¢in maddenin kromofor grup icermesi gerekmektedir. Bu gruplarin
molekiilde bulunmamasi halinde bir 6nceki baslikta bahsedilen reaktifler ile uygun bir
sekilde tepkimeye sokularak dedeksiyonlar1 gerceklestirilebilir. Bu isleme tiirevlendirme
(derivatizasyon) ad1 verilir [94].

Tiirevlendirme kromatgorafik aymrim sirasinda veya oOrnek sisteme verilmeden
yapilabilir. Kromatografik ayirim esnasinda yapilan tiirevlendirme islemine on — line
derivatizasyon, Ornegin sisteme verilmeden Once yapilan tiirevlendirme islemine ise

off — line derivatizasyon adi verilir. On — line derivatizasyon iki sekilde uygulanir.

a) Kolon dncesi (pre — kolon)

b) Kolon sonrasi (post — kolon)

3.1.4.1.2. Floresans dedektor

Bazi1 molekiiller dogal olarak floresandir. Bu molekiiller uyarim dalga boyu (Aex)
ad1 verilen speksifik dalga boyundaki enerjiyi absorblarlar. Uyarilmig durumdan temel
hale gecisinde bir 151n yayarlar ve bunada emisyon (Aem) dalga boyu adi1 verilir. Floresans
dedektorler molekiiliin Aex dalgaboyundaki uyarimi ve Aem dalgaboyunda yaydig

floresans’in dedeksiyonunu esas alir.

Floresans vermeyen birincil aminler, dansil kloriir (DNS-CI), dansil hidrazin,

floresamin, o-fitaldehit (OPA) ile floreans dedeksiyonuna uygun hale getirilebilir.

3.1.4.1.3. Evaporatif istk sacilim dedektirii (ELSD)
ELSD, mobil fazdan daha az ugucu oOzellige sahip bilesiklerin analizinde
kullanilan bir yontemdir. Bu dedektorde hedef bilesenler bir nebiilizor aracilig ile spey

haline dontstiiriiliir ve 1sitct yardimi ile mobil faz buharlagtirilarak geriye kalan
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maddelerin dedeksiyonu gerceklestirilir. Bu yOntemin ¢alisma prensibi semast

Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

LC ile aymm Nebiilizasyon Mobil Faz u¢urulmas: Dedeksiyon

NG UFATE Iy

Mobil faz, azot gazi Damalciklar, harcketli Bu kiigiik partikiillere
araciligi ile kiiciik fazin buharlagtigs ve hedef is1in garpmasiyla olugan
damlaciklar haline bilesenin kiigiik sagilim ile drift kanalindan
donistiirdlir, pargaciklara gelen parcaciklarin
dontgtraldigi, sicakhg dedeksiyonu gergekletirilir,

ayarlanmig dirft kanala
dogru hareket eder.

A o Fotogogalticr
Nebulazier gaz girigi
Gaz hiicresi u\
A / Is1ik Kaynag
Mobil Faz / 7
Nebulazier S N
.
Atk
Yardimer gaz Yardimer gaz

Sekil 3.1. YPSK-ELSD sistemi ¢alisma prensibi [112]
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4. MATERYAL ve METOD

Bu ¢alismada, MSG’nin Tiirkiye’de satista bulunan 23 adet farkli firmalardan temin
edilen cesitli aromalara sahip patates cipsi ve misir cipsleri, farkli firmalara ve farkli
aromalara sahip 15 adet hazir ¢orba 6rnegi, 6 adet tavuk bulyon ve 5 adet et bulyon, 1
adet pizza baharati, 1 adet kofte harci, 1 adet sebzeli baharat ¢esni, Eskisehir’de 6 farkli
¢ig kofte Ureticisinden temin edilen numuneler ile birlikte ¢alismay1 zenginlestirmek
amaciyla, Asya ve Giiney Amerika bolgelerinden temin edilen 3 adet cips ile toplam 61
numune incelenmistir. MSG tayini YPSK cihazi araciligi ile gergeklestirilmis olup

TGK’ ya gore MSG miktarlariin uygunluklar1 degerlendirilmistir.

4.1. MSG Analizinde Kullamilan Kimyasal Malzemeler

Analizlerde kullanilan kimyasal malzemelerin markalar1 ve analitik saflik
dereceleri ile birlikte Tablo 4.1.’de gosterilmistir. Kullanilan tiim malzemelerin analitik

saflik derecesinde olmalarina dikkat edilmistir.
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Tablo 4.1. Calismalarda kullanilan kimyasal malzemeler listesi

Kullanilan Kimyasal Malzeme Adi

Marka

Saflik derecesi

Ortafitaldialdehit kat1 (OPA)

OPA RTU (Kullanima hazir)
2-Mercaptoetanol
3-Mercaptopropionik asit
Dansil Kl6riir (DNS-CI)
Metanol
Asetonitril
Aseton
Sodyum kloriir
Sodyum karbonat
Kloroform
Izoproril Alkol
Toluen
N, N — Dimetilformamid (DMF)
Etilenglikol dimetakrilad
Azobisizobutironitril (AIBN)
Sodyum fosfat dibasic
Asetik asit
Etanol CHROMASOLV®,
Sodyum bikarbonat
Sodyum karbonat
Siilfiirik asit

Dietil eter

Sigma — Aldrich (Almanya)

Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)

Sigma — Aldrich (Almanya)

Sigma — Aldrich (Almanya)
ve Carlo Erba (Fransa)

Sigma — Aldrich (Almanya)
ve Carlo Erba (Fransa)

Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Carlo Erba (Fransa)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)
Sigma — Aldrich (Almanya)

Sigma — Aldrich (Almanya)

Amino asitlerin YPSK ile
florumetrik tayinleri i¢cin uygun
>%99,0 saflik

Analitik saflikta
>%99,0

>%99

Floresans i¢in uygun BioReagent,
>%99,0 (YPSK)

YPSK Saflik, >%99,9
YPSK Saflik, >%99,9
Saflik, >%99,9
%80 (RT)
%99,5-100,5
YPSK Saflik, >%99,9
YPSK Saflik, >%99,0
YPSK Saflik, >%99,9
YPSK Saflik, >%99,9
YPSK Saflik, >%99,9
YPSK Saflik, >%99,9
Analitik saflik %98-100,5
Analitik saflikta %99,8-100,5
YPSK Saflik, >%99,8
YPSK Saflik, >%99,0
Analitik saflikta %99,5-100,5
Analitik saflik %95-97

Analitik saflik %BP, >99,5
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Tablo 4.1 devam. Calismalarda kullanilan kimyasal malzemeler listesi

Kullanilan Kimyasal Malzeme Ad1

Marka

Saflik derecesi

Sodyum hidroksit
Water CHROMASOLV®
Hidroklorik asit
L-Glutamik asit
Monosodyum glutamat
Whatman® membran filtreler 0,2um
Acetone CHROMASOLV®

Sodyum klortir

Sodyum fosfat phosphate monobasic
dihidrat

Sodyum di hidrojen fosfat ekstra saf

FA

CHROMAFIL kullan at membran
filtreler 0,22 pm, 25 mm

L-Glutamik asit monosodyum tuzu
monohidrat

Sigma -
Sigma -
Sigma -
Sigma -

Sigma -

Sigma —
Sigma -
Sigma -
Sigma —

Sigma -

Sigma -

Aldrich (Almanya)
Aldrich (Almanya)
Aldrich (Almanya)
Aldrich (Almanya)

Aldrich (Almanya)

Aldrich (Almanya)

Aldrich (Almanya)

Aldrich (Almanya)

Aldrich (Almanya)

Aldrich (Almanya)
MN

Aldrich (Almanya)

Analitik saflik %98-100,5, pellet
YPSK Saflik, >%99,9

>%37, APHA: <10

Farmasotik ikincil standart; USP ve
PhEur

United States Pharmacopeia (USP)
Referans Standardi

YPSK Saflik, >%99,8
>%99,5
Analitik saflik %98-100,5
Analitik saflik %98-100,5
Analitik saflik %98,0-100
Seliiloz asetat porlu

>9%,98,0 (NT)
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4.2. MSG Analizinde Kullanilan Cihazlar

Bu ¢alismada, MSG tayini i¢in kullanilan cihazlar marka ve modelleri ile Tablo

4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Calismalarda kullanilan cihazlarin marka ve modelleri

Cihaz Adx

Marka/ Model

Yiiksek basingli sivi
kromatografi cihazi

UV / Foto Diyod Dizisi
Dedektorii

Floresans dedektor

Evaporatif Isik Sagilim
Dedektorii (ELSD)

Hassas terazi

pH Metre

Su banyosu

Vortex cihazi

Mobil faz siizme diizenegi

Siringa ve uglari

Marka: Shimadzu (Japonya)
Model: Nexera —i ( LC — 2040C 3D) (Japonya) Liquid
Chromatograph

Marka: Shimadzu (Japonya)
Model: Nexera —i ( LC —2040C 3D) (Japonya)

RF-20A xs Prominence Fluorescence Dedector

Marka: Shimadzu (Japonya)
Model: ELSD LT — Il Low Temperature Evaporate Ligth
Scattering Dedector

Model: Ohaus PA214C

Model: Ohaus Starter 3100

Model: Lab companion BW — 20 H

Model: HEIDOLPH

Marka: BFC
Model: BF — S2500 vakum cihazina ile biitiinlesik mobil
faz siizme diizenek sistemi

Part No: SN02522 - P

4.3. Yontemler

Gidalarda bulunan MSG miktar tayini i¢in 3 farkli yontem gelistirilmistir. MSG
tayinleri sirasiyla, YPSK -UV/DAD, YPSK-FLD ve YPSK-ELSD ile ger¢eklestirilmistir.
DAD ve FLD ile yapilan caligmada kolon oncesi tiirevlendirme (pre— column
derivatization) islemi uygulanmig olup, ELSD araciligi ile yapilan analizlerde

tirevlendirmeye gerek kalmaksizin analizleri gergeklestirilmistir. Bulunan MSG
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miktarlarinin TGK degerlerine uygunlugunun incelenmesinin yani sira gelistirilen 3

yontemin birbirlerine olan avantaj ve dezavantajlari ele alinmistir.

MSG tayini ilk olarak YPSK-UV/DAD araciligi ile gergeklestirilmistir.
200 — 800 nm araligindaki 1sinlarin absorblanabilmesi i¢in hedef maddenin kromofor
grup igermesi gerekmektedir. Bu grup veya gruplar L-GLU ve L-GLU’nun Na* tuzu olan
MSG igerisinde bulunmadigindan dolayr OPA ile kolon oncesi tiirevlendirme (pre —
column derivatizasyon) islemi yapilarak kromofor grup olusmasi hedeflenmistir. Bir¢ok
dalga boyundaki analizleri karsilastirilarak incelenmis olup en iyi rezollisyonun ve pik

kesinliginin 336 nm dalga boyunda oldugu raporlanmistir [99, 100].

On line tiirevlendirme islemlerinden olan kolon oOncesi tiirevlendirme ydntemi
(pre — kolon) segilmistir. Bu islemi uygularken yontemin hizli ger¢eklesmesine,
olusabilecek olas1 girisimlerden kacinmak amaciyla tek iiriin olusmasina, iyi bir ayirim

ile kromatogramlarin olusmasi i¢in ilgili optimizasyon c¢aligsmalar1 gerceklestirilmistir.

4.3.1. YPSK-UV/DAD ile MSG tayini

4.3.1.1. Standart ¢izeltilerin ve tiireviendirme ajaninin hazirlanmasi

Monosodyum glutamat standart stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in tam olarak 0,0100 g
tartim alind1 ve 10 mL YPSK saflikta olan su igerisinde ¢6ziildii. Boylece 10 mg/10 mL
olacak sekilde 1000 ppm stok ¢dzelti hazirlanmis oldu. ilgili seyreltmelerin hepsi YPSK
saflikta olan su ile gergeklestirildi. Hazirlanan ¢ozeltiler kullanildiktan sonra
buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir. Cozeltiler her hafta taze olarak hazirlanmis ve ilgili

seyreltmeler YPSK safliktaki su ile yapilmistir [63,66].

OPA/BME tiirevlendirme ajanint hazirlamak i¢in o-fitaldialdehit (OPA) katisindan
27 mg tartim alinarak {lizerine YPSK saflikta olan 1 mL MeOH ilavesi yapilarak vorteks
cthazinda 15 sn boyunca karigtirilmistir. Daha sonra, iizerine 5 uL merkaptoetanol
cozeltisi dikkatli bir sekilde ilave edilmistir. Sonra, tizerine 9 mL sodyum tetraborat
tamponu (0,1 M sodyum tetraborat pH 9,3) ¢ozeltisi eklenerek OPA/BME tiirevlendirme
¢ozeltisi hazirlanmigtir [101]. Daha sonra kullanima hazir olan (ready to use) OPA/BME
tiirevlendirme ¢ozeltisi ile tiirevlendirme islemi gergeklestirilerek analizler yapilmis ve

sonuglarda bir degisiklik gézlemlenmedigi i¢in tiirevlendirme ajaninin her analizde
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bastan hazirlanmasi yerine OPA/BME/RTU (Sigma — Aldrich) tiirevlendirme ¢ozeltisi

tiirevlendirme ajani olarak kullanilmistir [100].

4.3.1.2. Mobil fazin hazirlanmast

Analiz boyunca hareketli faz i¢in izokrotik sistem tercih edilmis olup hareketli faz
icin MeOH fosfat tamponu 10 mM PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h) YPSK saflikta
sudan olugmaktadir. %99,9 saflikta bulunan NaH,PO4 'ten 1,1998 g tartim 1000 mL 'ye
tamamlanmistir. Daha sonra, %99,9’luk NapHPO4 katisindan 0.14196 g tartim 100 mL
've tamamlanarak ve iki ¢ozelti de ¢ozlinmiis gazlarin uzaklastirilmasi amaciyla 10 dakika
boyunca ultrasonik banyoda bekletilmistir. NaH2POas ¢ozeltisinden %92 ve Na2HPOg4
cozeltisinden %8 olacak sekilde iki ¢ozelti karistirilarak tampon ¢ozelti hazirlandiktan
sonra 0.1 M Hidroklorik asit (HCI) ile ilgili ayarlamalar yapilarak pH:5,9 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Hazirlanan tampon ¢ozelti 0.22 pum gozenek boyutlu PVDF seliiloz
membran filtrenden vakum altinda, mobil faz slizme diizenegi yardimu ile siiziilerek olasi
kirlilik ve partikiillerden arindirilmistir. Yukarida belirtilen ¢oziiciilerin istenen oranlarda
karistirilarak sisteme verilmesi YPSK cihazinin otomatik pompa tinitesi yardimiyla

gergeklestirilmistir [42, 100].

4.3.1.3. Numunelerin hazirlanmast

Her bir numune bir 6giitiicti aracilig1 ile homojenize toz haline getirildikten sonra
hassas bir sekilde 1’er gram tartim alinmistir. Numunelerin iizerine 0.1 N HCI igeren
¢ozeltiden 100 mL ilave edilerek ve ¢alkalanmistir. Daha sonra hazirlanan ¢ozeltiden 50
mL alinarak {izerine 50 mL dietil eter ilavesi yapilarak ve iyice karistirildiktan sonra dietil
eter uzaklastirildi. Boylece yag asitlerinin uzaklastirilmasi igin ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmis oldu. Hazirlanan her bir numuneden siringa filtre yardimi ile 5 mL
cekilerek 0,22 pm’luk PVDF membran filtreden siiziildii ve vial’e aktarildi. Cozeltilerin
icerisinde bulunan MSG’nin tiirevlendirilmesi i¢in standart cozeltilere uygulanan

isleminin aynist numunelere de uygulanmistir [64, 102].

4.3.2. YPSK-UV/DAD ile MSG tayin yontemi gelistirilmesi

UV/DAD ile yapilan analizde 200 — 800 nm araliginda 0,1 nm duyarlilikta spektrum

taramasi yapilmis olup, 336 nm dalga boyunda elde edilen kromatogramlar incelenmistir.
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YPSK analizleri i¢gin 10 mM PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h) bilesiminde
hazirlanan hareketli faz kolona 0.6 mL/dk akis hizinda verilmistir. Analizler EtOH:PBS
sistemi ile de tayini yapilan c¢alismalar mevcut olmasina ragmen yapilan analizlerde
YPSK’da sistem geri basincini arttirdigi gozlemlendiginden dolayr MeOH tercih
edilmistir [100]. Analize baslamadan 6nce, 10 mM PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h)
sisteme verilirken, oto 6rnekleyici sistemindeki analizler arast gegisler sirasinda kolonda
bulunan safsizliklarin ve olasi kirliliklerin uzaklagmasi i¢in analizler aras1 10 dakika
akista birakildiktan sonra yeni enjeksiyon islemi baslamistir. 20 uL enjeksiyon hacminde
sisteme verilen analitler i¢in kolon sicakligi 30 °C olarak belirlenmistir. Analiz boyunca
ilgili oranlar sabit tutulmustur. Bu yontemle gergeklestirilen analizlerde sabit faz olarak
Restek firmasindan temin edilen Raptor ™ Cig (2.7 pm, 150x4.6 mm) kolon (Seri no:
16041187S) kullanilmigtir. Tablo 4.3.’de ters faz kromotografide kullanilan bazi
reaktiflerin spesifikasyonlari verilmistir. UV gozlenebilme degeri calisilan dalga
boyundan biiyiik olan ¢oziiciiler, yiiksek zemin absorbansina yani giiriiltiiye neden
olmasindan dolay1, mobil faz segiminde Tablo 4.3.’te gosterilen spesifikasyonlar dikkate

alinmustir.

Tablo 4.3. Ters faz kromatografide kullanilan bazi reaktiflerin spesifikasyonlari [103,104].

. .. Kaynama
Hal;eketll M? leklﬂ noktasi ° RI UV (nm) Viskozite
az Agirhg C
Metanol 32 65 1,326 205 0,584
Etanol 46 78 1,359 205 1,19
Asetonitril 41 82 1,341 195 0,358

Yapilan analizler sonucu elde edilen kromatogramlar kullanilarak her bir
konsantrasyon i¢in elde edilen alanlar analit yanit1 olarak kabul edilmistir. Yontemde, i¢
standart kullanmaya gerek duyulmamis olup her bir konsantrasyona karsilik gelen alan
degerlerinden yararlanilarak yontem gegerliligi uygulamalarindaki hesaplamalar
gerceklestirilmistir. Buna ek olarak, yine kromatogramlardan elde edilen pik alanlar1 gida

tirtinlerinde MSG miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilmastir.

4.3.2.1. Sistem uygunluk testleri
Analizler sirasinda kullanilan YPSK cihazinin ve analiz kolonlarinin performansini

gosteren sistem uygunluk parametrelerinin (SUT) hesaplanmasi yontem gelistirme
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basamaginda oldukc¢a 6nemli bir yere sahiptir. Ayirim giicti (Rs), kuyruklanma (T) ve
asimetri faktorii (As), teorik tabaka sayisi (N), kapasite faktorii (K) ve secicilik faktorii (o)
gibi parametreler sistem uygunluk parametrelerini hesaplamalar1 yapilmistir. Y6ntem
gelistirme sirasinda bu parametrelerin her biri ve yiizde bagil standart sapmalar1 (%BSS)
tim MSG standart maddeleri igin Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP)
metoduna gore Shimadzu LabSolution LC solution veri analiz programi1 ve Microsoft
Excel kullanilarak hesaplanmistir [105]. Hesaplamalarda kullanilan formiiller

Tablo 4.4.’de verilmistir.

Tablo 4.4. Sistem uygunluk testleri igin kullanilan parametreler ve formiilleri

Parametre Esitlik

T: kuyruklama faktorii

Kuyruklama o W5 0s W} o5 : pikin %5 yiiksekligindeki pik genisligi
faktorii 2%y e

@05 : pikin %5 yiiksekligindeki ilk yarisinin pik
genisligi

Rs: ayirim giicti

Ayirim giicii _ tp_tpy, tz :alikonma zamani
W+ Wp
trp : Onceki pikin alikonma zamani

W: pik genisligi

W5 : dnceki pikin pik genisligi
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Tablo 4.4 devamu. Sistem uygunluk testleri igin kullanilan parametreler ve formiilleri

ot : bagil alikonma zamani
k1 : birinci pikin kapasite faktdrii

k. : ikinci pikin kapasite faktrii

Bagil alikonma zamani k! t,_t,
o= == t, : birinci pikin alikonma zamani
ki ty_t,
t, : ikinci pikin alikonma zamani
ty : Olii zaman
tr = alikonma zamani
Teorik Tabaka Sayist N = 16(tr / W)? W= ppik taban genisligi
As = asimetri faktori
Asimetri Faktorii As=B/A A ve B= Pik yiiksekliginin %10’una gore orta
noktaya olan uzakliklart
BSS: Bagil standart sapma
Elde edilen pik alanim1 ~ %BSS=SS/Xo x 100 SS: standart sapma
tekrar edilebilirligi

Xore=yapilan analiz ortalamasi

4.3.2.2. Yontem gecerliliginin tespiti (Validasyon)

Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi’nin (ICH) onerdigi sekilde validasyon

islemleri gelistirilen her YPSK yontemi i¢in uygulanmistir. Kullanilan yontemin analitik

bakimdan kabul edilebilir veriler sagladigi raporlanmistir. Yontemin validasyonu i¢in

ICH kilavuzunda da belirtildigi sekilde, dogruluk kesinlik, dogruluk, dogrusallik, tayin

alt sinir1, saptama sinir1 ve sistem uygunluk testleri yapilmistir [106].

4.3.2.3. Dogruluk

Analizler sonucunda elde edilen verilerin dogru veya gercek degere yakinliginin

Olctisti dogruluk olarak tanimlanmaktadir. Dogruluk, herhangi bir sistematik hatay1 veya

tayinde gelistirilen yontem ile elde edilen verilerin dogru degerden sapmasi hakkinda
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bilgi verir. MSG standartlarina ve diger matriks ortamlarina sahip numunelerden 3’er set

hazirlanmis olup standart ekleme (spike) yontemi ile geri kazanim ¢aligmalar1 yapilmistir.

% geri kazanim = hesaplanan miktar / eklenen miktar x 100 4.2)

4.3.2.4. Kesinlik

Tayin icin gelistirilen YPSK yonteminin ger¢ek c¢alisma kosullarindaki
tekrarlanabilirliginin 6l¢iistidiir. Gelistirilen yontem ile elde edilen sonuglarin arasindaki
yakinligin 6lgiisii olarak da tanimlanir. MSG igin giin i¢i ve giinler arasi, ortalama derigsim
(mg/L), SS, %BSS, giiven aralig1 (o= 0.05) degerleri hesaplanarak yontemin kesinligi

belirlenmistir.

4.3.2.5. Secicilik

Kromatografik yontemin seciciligi analizi yapilacak maddeyle girisim yapabilecek
baska bilesenlerin yaninda analiz edilmek istenen maddenin 6l¢iilebilme kabiliyetidir.
MSG tayini icin referans olarak gosterilen degerin (a>1) oldugu SUT testi ile

incelenmistir.

4.3.2.6. Teshis sinirt

Analizi yapilan 6rnegin kromatogramdaki pikinin ve yerinin belirdigi yerin ama
miktar tayini sinirlar1 igerisine girmeyen en alt derisimdir. Bu yontemde MSG’nin teshis
sinir1 belirlenmesi i¢in hesaplanan standart sapma degerinin kalibrasyon dogrusundan

elde edilen egime oraninin 3 kat1 alinarak hesaplanmistir.

Tayin Smirn=3xc/m 4.2)

4.3.2.7. Tayin alt sinirt

Kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin belirlenebilecegi
dogrusallik aralig1 disinda olan veya araligin en alt sinirin1 olusturan derisim diizeyidir.
Bu yontemde MSG’nin tayin alt sinir1 belirlenmesi i¢in hesaplanan standart sapma
degerinin kalibrasyon dogrusundan elde edilen egime oraninin 10 kat1 alinarak

hesaplanmustir.
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Tayin Alt Smirn=10x o/ m (4.3)

4.3.2.8. Dogrusallik

Derisime kars1 analit sinyalinin gelistirilen yontemde dogru olarak degismesi ve
cizilen grafikte cevabin korelasyonunun 1’e yakinligi hesaplanmistir. 5’er set halinde

sisteme verilen standart MSG c¢ozeltileri ile sistemlerin dogrusalligr incelenmistir.

4.3.2.9. Aralik

Yontemin ¢alisma araliginin belirlenmesinde, analizlerde elde edilecek sinyal

biiyiikliikleri ve onlara karsilik gelen derisimler ve giiriiltii etkileri g6z 6niine alinmistir.

4.3.2.10. Saglamhk

MSG tayini i¢in gelistirilen kromatografik yontemde, analiz parametrelerindeki
ufak degisimlerden etkilenmeden kalabilme kapasitesi degerlendirilmistir. Bunun i¢in

pH, sicaklik ve organik ¢dziicliniin yiizde degerleri degistirilerek incelemeleri yapilmistir.

4.3.3. YPSK-UV/DAD ile MSG tayini icin kolon 6ncesi (pre — kolon) tiirevlendirilme

islemi basamaklari

L-glutamik asidin Na* tuzu olan MSG’nin YPSK-DAD ile tayinini gerceklestirmek
icin kolon Oncesi tiirevlendirme islemi, OPA reaktifi ile gerceklestirildi [63]. Hazirlanan
standart MSG c¢ozeltilerden 100 pL alindiktan sonra iizerlerinde 900 uL. OPA/BME/RTU
tiirevlendirme ajani ilave edildi. Vorkteks cihazinda 30 sn karistirildiktan sonra 5 dakika
beklendi ve tiirevlendirme islemi tamamlanmistir. L-GLU ile OPA reaktifi arasinda

gerceklesen reaksiyon Sekil 4.1.°de gosterilmistir.
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(0] SCH,CH,0H
H
|| 2 - Merkaptoetanol
H,N—CH-C—OH
| HSCH,CH,0OH
+ Clez /
?Hz N-R
H (lj:O T
(0] OH
o - phthalaldehyde glutamic acid

Sekil 4.1. L-Glutamik asit ile OPA/SME/RTU reaksiyonu

Sekil 4.1.’de gosterilen reaksiyon sonucunda olusan bilesik, YPSK-UV/DAD
araciligl ile tayin edilebilir hale getirilmistir. OPA/BME/RTU tiirevlendirme ajani
hazirlanmas1 ve MSG tayini yapilacak numunelerin analiz oncesinde gerceklestirilen

islem basamaklari sirasiyla, Sekil 4.2.a. ve Sekil 4.2.b.’de gosterilmistir.
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J AT T :
MR ST

27 mg o-fitaldialdehit 1 ml MeOH 9 ml Tetra borat tamponu 5 pL merkaptoetanol OPA/BME
(0.1 M pH 9.3) Tiirevlendirme
b) Reaktifi (Ready to Use)
¢
AN o

w1 1
0.IN HCI 100ml ——

Q>=>J=>

Tiim numunelerin &Ziitilmesi Her bir numunedenl'er gram Dietil eter ilavesi ile yag
tartim asitleri ekstrasyonu
900 uL OPA / BME ﬂ

.

LT

0.22pm'luk filtre 15 sn vorteks 2500 rpm

100 pL Stok Cozeltiler ve Numuneler

2 dk bekleme siiresi (tiirevlenme i¢in)

YBSK - Foto Diyot Dedektorii

Sekil 4.2. a) OPA/BME Reaktifi hazirlanmasi, b) Numune hazirlanmasi, tiireviendirilmesi ve enjeksiyonu
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4.3.4. YPSK-FLD ile MSG tayini

4.3.4.1. Standart cozeltilerin hazirlanmasi

MSG’nin stok ¢ozeltisi %2 sodyum bikarbonat (NaHCO3) c¢ozeltisi igerisinde
hazirlandi. Merck (Almanya) firmasindan temin edilen NaHCO3 katisindan hassas bir
sekilde 20 g tartim alinarak 1 litre YPSK safliktaki su icerisinde ¢oziildii ve pH degeri 9
olarak olgiildii [107, 108]. Bu ¢ozelti ¢alkalandiktan sonra sonikator cihazinda 10 dakika
bekletilerek hazirlandi. Monosodyum glutamat referans standart katisindan 0,0500 g
tartim alinarak 10 mL %2’lik NaHCOs3 ¢6zeltisi igerisinde ¢oziildii (5000 ppm) ve ilgili
seyreltmeler yine ayni ¢ozelti iginde yapilarak 10 ppb ila 1000 ppm arasinda 10 adet

standart ¢ozelti hazirlanmistir.

4.3.4.2. Mobil fazin hazirlanmast

UV/DAD ile yapilan analizden farkli olarak tampon ¢ozelti igeren mobil faza gerek
duyulmamistir. Mobil faz YPSK saflikta olan Carlo Erba (Fransa) tarafindan temin edilen
540 mL su ile 450 mL MeOH Merck (Almanya) ve Sigma Aldrich (Almanya) 10 mL
glasiyel asetik asit (GAA) kanistirllmistir. Cozelti igerisinde olusabilecek ve analizde
istenmeyen sonuglara yok acabilecek kirlilikleden kurtulmak i¢in vakum altinda
0,22 um’luk PVDF membran filtreden gegirildikten sonra 15 dakika boyunca sonikator
cihazinda bekletilmistir. Boylece mobil faz Su: MeOH:GAA (54:45:1, h/h/h) oranlarina
sahip olacak sekilde hazirlanmistir [74, 107].

4.3.4.3. Numunelerin hazirlanmasi

Analizi yapilan tim numuneler %2’lik NaHCO3 ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmiistiir.
Her bir numune 6ncelikle bir 6giitiicii yardimiyla homojenize hale getirildikten sonra
hassas bir sekilde 1 g tartim alinarak 100 mL %2’lik NaHCOg3 ¢ozeltisi icerisinde
manyetik karistirict yardimiyla 1 saat boyunca karistirilmistir. Karistirma isleminden
sonra her bir numune 0,22 pum’luk PVDF membran filtrenden siiziilmistiir. Stok
¢ozeltilerde uygulanan tiirevlendirme islemi ayni sekilde incelenen tiim numunelere

uygulanarak YPSK-FLD sistemine enjekte edilmistir.
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4.3.4.4. Tiirevlendime ajaninin hazirlanmast ve kolon — oncesi (pre — kolon) MSG

tiirevlendirme islemi

FLD ile MSG tayini i¢cin DNS-CI tiirevlendirme ajani hazirlanmistir. Hassas bir
sekilde 20 mg DNS-CI katisindan tartim alindiktan sonra %99 saflikta bulunan asetondan
(ACT) 10 mL ilave edilmistir. Karisim 30 sn boyunca 2500 rpm devirde vorteks cihazinda
kanistirllmistir. Hazirlanan ¢ozelti 1s18a karsi hassasiyet gosterdiginden aliiminyum folyo
icerisinde muhafaza edilmistir ve her kullanimdan sonra +4 °C’de saklanmistir. Bu

cozelti ayni sekilde her hafta taze olarak hazirlanmigtir [109].

Kolon oncesi tiirevlendirme islemi i¢in hazirlanan stok ¢ozeltilerin her birinden
mikro pipet araciligla 200 puL viale alinarak tizerine 200 pL. ACT igerisinde hazirlanmis
olan DNS-CI tiirevlendirme ajani ilave edilmistir. Daha sonra her biri aliminyum folyo
ile kapatilmistir. Onceden sicakligi 95 °C’ye getirilmis olan su banyosu igerisine,
hazirlanan vialler, beherler yardimiyla igerisine yerlestirilmistir. 75 dakika boyunca
95 °C’de 6nceden hazirlanmis olan su banyosunda bekletilen sonra vialler alinarak oda
sicakliginda sogumaya birakilmistir. Daha sonra iizerine 50 pL. MeOH ve 50 uL GAA
ilavesi yapilarak dansilleme islemi tamamlanmistir. Bu islem ile gergeklestirilen

tiirevlendirme reaksiyonu Sekil 4.3.’de gosterilmistir.

Dansil Kloriir

Cl

L NE— O

(Ii //0 (Ioou
HjN‘—LIH'( —OH g NH ‘H
ﬁ“: \\
— \ "CH;
+ (l‘” (8] j <
o COOH
LJ - HACH3CN
OH
II~('/ \(.”1 glutamic acid

Sekil 4.3. DNS-CI ile MSG 'nin tiirevlendirme reaksiyonu
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DNS-CI tiirevlendirme reaktifinin hazirlanmasi ve analiz 6ncesi MSG standartlari
ile birlikte tiim numunelere uygulanan iglem basamaklart Sekil 4.4.a ve Sekil 4.4.b’de

gosterilmistir.

a) / Aliiminyum Folyo

-

J-La

15mg Dansil Kloriir 10 ml Aseton 15 sn vorteks 2500 rpm  DNS - Cl Tiirevlendirme Reaktifi

b) 1/ 1000 ml Su
g \
d L

20mg sodyum bikarbonat 0.22pm'luk filtre %2 NaHCO; Cézeltisi

—>

100 ml %2 NaHCO; Cozeltisi

.
2N Zamrn%:bg

Tiim numunelerin Homojenizasyonu Her numuneden ['er gram 15 sn vorteks 2500 rpm
200 uLDNS -CI + 200 pL Stok ve Numuneler
' " ‘ T
S —

0.22pm'luk filtre

Su Banvosu 95°C'de Beklet 25°C YBSK - Floresans Dedektorii

Sekil 4.4. a) DNS-CI tiirevlendirme ajant hazirlanmast, b) Numunelerin ve standart ¢ozeltilerin hazirlik
basamaklar
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4.3.5. YPSK-FLD ile analiz yontemi

FLD ile yapilan analizde uyar1 dalga boyu (Ex) 328 nm, emisyon (Em) dalga boyu
isev 530 nm dalga boyu segilmistir. YPSK analizleri i¢in Su:MeOH:GAA (54:45:1, h/h/h)
bilesiminde hazirlanan hareketli faz kolona 0.5 mL/dk akis hizinda verilmistir. Analize
baslamadan once Su:MeOH:GAA (54:45:1, h/h/h) karisimi sisteme verilirken, oto
ornekleyici sistemindeki analizler aras1 gegisler sirasinda kolonda bulunan safsizliklarin
ve olast kirliliklerin uzaklagmasi i¢in analizler arast YPSK sistemi 10 dk akista
birakildiktan sonra yeni enjeksiyon islemi baglamistir. 20 pL enjeksiyon hacminde
sisteme verilen analitler i¢in kolon sicakligi 30 °C olarak belirlenmistir. Analiz boyunca
ilgili oranlar sabit tutulmustur. Analizlerde sabit faz olarak Restek firmasindan temin
edilen Raptor ™ Cig (2.7 pm, 150x4.6 mm) kolon kullanilmistir. Sistem uygunluk testleri
ve validasyon parametreleri YPSK-UV/DAD yonteminde yapilan testler ile aynidir.

4.3.6. YPSK-ELSD ile MSG Tayini

4.3.6.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmast

MSG’nin bu yontem ile tayini i¢in stok ¢ozelti YPSK safliktaki su igerisinde
¢oziilerek hazirlandi. Hassas bir sekilde 0,0100 g tartim almarak 10 mL YPSK saflikta
olan su igerisinde ¢oziildii (10 mg/10 mL) ve derisimi 1000 ppm olan stok ¢ozelti
hazirlandu. Ilgili seyreltmelerin hepsi ayn1 saflikta derecesine sahip su ile gergeklestirildi.
Hazirlanan ¢ozeltiler kullanildiktan sonra buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir. Cozeltiler

her hafta taze olarak hazirlanmis ve ilgili seyreltmeler YPSK safliktaki su ile yapilmistir.

4.3.6.2. Mobil fazin hazirlanmast

ELSD ile yapilan bu tayin i¢in tampon ¢6zelti kullanilmaya ihtiya¢ duyulmamustir.
Mobil faz, YPSK saflikta olan Carlo Erba (Fransa) tarafindan temin edilen 940 mL su ile
50 mL ACN Merck (Almanya) ile 10 mL FA karistiritlarak ACN:Su:FA (5:94:1, h/h/h)
ile hazirlanmistir. Cozelti igerisinde olusabilecek ve analizde istenmeyen sonuglara yok
acabilecek kirliliklerden kurtulmak i¢in vakum altinda 0,22 pm’luk PVDF filtreden
gecirildikten sonra 15 dk boyunca sonikatdr cihazinda bekletilerek mobil faz ACN:Su:FA
(5:94:1, h/h/n) karistmi hazirlanmistir. MeOH, ACN, EtOH ve tampon ¢ozelti ile
denemeler yapilarak en iyi sistem basincinin %5 ACN’ye sahip olan mobil fazda oldugu
gozlemlenmistir. Boylece mobif fazin su ve ACN ve FA karistmindan kullanilmasina

karar verilmistir.
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4.3.6.3. Numunelerin hazirlanmasi

Analizi yapilan tim numuneler bir O6gitiicii yardimiyla homojenize haline
getirilmistir. Toz haline getirilen numunelerden tam olarak 1’er gram tartim alinarak 100
mL YPSK saflikta olan su igerisinde aktarilmistir. Karigim manyetik karistiric
yardimiyla 1 saat boyunca karistirilmistir. Daha sonra 10 mL ’lik bir kismi1 bir behere
aktarilmistir. Di etil eter ile ekstraksyon islemine gerek duyulmamustir. Ekstrasyon
yapilan numunelerde herhangi bir girisim yapan pik olmamasi ve elde edilen baska
piklerin hedef maddeye bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Karigim 5 mL’lik siringa filtre
yardimu ile alindiktan sonra 0,22 um’luk PVDF filtreden siiziilerek viale aktarilan kisim
ELSD sistemine enjeksiyon icin hazir hale getirilmistir. Numunelerin hazirlanmasi ve

YPSK-ELSD analiz basamaklar1 Sekil 4.5.a ve Sekil 4.5.b *de gosterilmistir.
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a)

[0mg L - Gluve MSG 10 ml su 15 sn vorteks 2500 rpm - MSG ve L - Glu Stok Cozeltisi
Standart
b)
d m\ N
Tiim Numunelerin llomojcnizasnu Her numunedenl'er gram 100 ml su 15 sn vorteks 2500 rpm

/ ~ !

-_—

YBSK - ELSD sistemi 0.22um'luk filtre

|

Sekil 4.5. a) ELSD i¢in stok MSG ve L — Glu hazirlanmasi

b) Numunlerin ELSD ile analizi i¢in hazirlik basamaklart

4.3.7. YPSK-ELSD ile Analiz Yéntemi
YPSK-ELSD ile yapilan analizlerde Su:ACN:FA (94:5:1, h:h:h) bilesiminde

hazirlanan hareketli faz kolona 0.4 mL/dk akis hizinda verilmistir. Analize baslamadan
once SU:ACN:FA (94:5:1, h:h:h) sisteme verilirken, oto Ornekleyici sistemindeki
analizler aras1 gecisler sirasinda kolonda bulunan safsizliklarin ve olas1 kirliliklerin
uzaklasmasi i¢in analizler aras1 YPSK sistemi 10 dakika akista birakildiktan sonra yeni
enjeksiyon islemi baglamistir. 10 pL. enjeksiyon hacminde sisteme verilen analitler i¢in
kolon sicakligit 30 °C olarak belirlenmistir. Analiz boyunca ilgili oranlar sabit
tutulmustur. Analizlerde sabit faz olarak Restek firmasindan temin edilen Raptor TM Cis

(3 um, 150%4.6 mm) kolon kullanilmistir.
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SUT ve validasyon parametreleri YPSK-UV/DAD VE YPSK-FLD yonteminde

yapilan testler ile aynidir.

44, MSG ve L-GLU icin Secici Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin (MIPs)
Hazirlanmasi

MSG ve L-Glu’ya secici Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin (MIP)
partikiillerinin hazirlanmasinda bulk (y181n) polimerizasyon teknigi kullanilmistir. 30 mL
N, N — Dimetilformamid (DMF) ¢ozeltisi i¢erisinde 1 mmol MSG kalip molekiilleri,
fonksiyonel monomer olarak kullanilan 0.1 mmol, 2 mL metakrilik asit ile birlikte
30 dakika boyunca etkilestirildi. Uzerlerine ¢apraz baglayici olarak 2 mmol derisime
sahip 6 mL etilenglikol dimetakrilat ile polimerizasyon baslaticis1 olarak
azobisizobutironitril (AIBN) katisindan 50 mg eklendi. Buna ek olarak, %80 toluen ile
%20 ACN karsimi igeren ¢ozelti igerisinde 1 mmol MSG ayni sekilde hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltilerin tamami daha 6nceden 70 °C’ye 1sitilmis olan su banyosu igerisine

konuldu ve polimerizasyon isleminin ger¢eklesmesi i¢in 24 saat beklemeye birakildi.

Polimerizsyon sonrasi elde edilen monolitik MIP’lerin siv1 kism1 atildiktan sonra
geriye kalan kisim havanda olabildigince toz haline getirilip kalip molekiillerin (MSG)
polimerik yapidan uzaklastirilma islemi i¢in asagida belirtilen prosediir uygulanmistir
[120].

Her bir polimerin iizerine %80 MeOH ve %20 asetik asit iceren ¢ozeltiden 200 mL
ilave edilip 50 °C’de 6 saat boyunca karistirllmigtir. Sonra siizme islemi yapilarak,
tizerlerine 200 mL saf su ilave edildi ve 24 saatlik karistirilma isleminden sonra sivi kisim
uzaklastirildi. Elde edilen MIP’ler 60 °C altinda kurumaya birakildi ve toz halinde MIP

elde edilmis oldu. Yapilan islem basamaklar1 Sekil 4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. MSG ve L-GLU ya ozgii MIP sentez basamaklari
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Hedeflenen kalip uzaklastirma islemi ve MSG baglanmasi sematik olarak olarak

Sekil 4.7.”de gosterilmistir.

Metakrilik Asit 3
7 " ’
Etilenglikol

dimetakrilat

Kahp
U zakla;tlrma

MSG
Baglanmasi

Sekil 4.7. MSG baskilanmis polimer sentezi [120].

4.4.1. MIP’ler kullamlarak L-Glutamik Asit ve Monosodyum glutamatin sulu

cozeltilerden ekstraksiyonu

MIP’ler kullanilarak MSG’nin sulu ¢6zeltilerden ekstraksiyonu beher icerisinde
kesikli sistemde calisilmistir. Bu amacla, 100 mg MIP bir vial icerisine alinarak {izerine
1000 pL 1000 ppm MSG ilave edilmistir. Bu karisim oda sicakliginda 5 saat boyunca
karistirilmis ve elde edilen siiziintii 0,22 pm’luk PVDF membran filtreden gegirildikten
sonra YPSK — ELSD sistemi ile analiz edilmistir. MIP’lere baglanan MSG miktarinin

hesaplanmasinda asagidaki esitlik kullanilmistir.

Q=[(Co-C) x V] / m (4.4)

Esitlik 4.4.te Q, 1 g polimere baglanan MSG miktarin1 (mg/g), Co ve C sirasi ile
sulu ¢ozeltideki MSG’nin baslangi¢ ve son derisim degerlerini (mg/L) ve V sulu ¢ozelti

hacmi (mL) ve m ise kullanilan polimerin kiitlesini (g) vermektedir.
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5. BULGULAR VE SONUCLAR

5.1. YPSK-UV/DAD ile Gidalarda Bulunan MSG Miktarlari Tayini
YPSK-UV/DAD ile MSG tayin ¢alismalarina yontem gelistirme ¢alismalari ile

baslanmistir. MSG tayinine 6zgiin bir analiz yonteminin gelistirilebilmesi i¢in sabit ve
hareketli faz se¢imi, analize uygun kosullarin belirlenmesi ve yontem gecerliliginin
incelenmesi  basamaklarindan sonra gelistirilen yontemin, gergek numunelere
uygulanmasi asamasi da tamamlanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 6zgiin degeri

yiiksek ve uygulamada kolaylikla kullanilabilecek pratik tayinler ger¢eklestirilmistir.

[k asamada, daha énce yapilan calismalar incelenerek ayirimi en iyi olan mobil
faz karisimi belirlenmistir. incelenen mobil fazlar arasinda EtOH:PBS Tampon pH 5.9
(25:75, h/h) ve MeOH:PBS Tampon pH 5.9 (25:75, h/h) bulunmaktadir. En iyi ayirimin
10 mM PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h) mobil fazinda oldugunu gézlenmistir. Her ne
kadar bazi ¢aligmalar EtOH karisimli mobil fazi tercih etmis olsa da sistem geri basincini
arttirmasindan ve incelenen reaktiflerin spesifikasyonlar1 géz Oniine alindiginda
kullanilacak mobil fazda organik ¢oziicii olarak MeOH secilmistir. Yapilan analizlerde

olusan basing farkliliklar1 grafigi Sekil 5.1.’de gosterilmistir.

340
330
320
310
300
290
280
270
260

Sistem Basinci (Pa)

1 2 3 4 5
MeOH 292 289 290 291 292
EtOH 335 333 332 334 330

Analiz sayis1 (n=3)

Sekil 5.1. MeOH ve EtOH ile PBS tampon ¢ozelti karigimi ile olusturulan mobil fazlarin YPSK sisteminde
olusturdugu ortalama basing degerleri (n=3) (Restek Raptor ™ C18 (2.7 um, 150x4.6 mm)

Yapilan c¢alismalarda, MSG’nin tiirevlendirilmesi ig¢in OPA/BME/RTU
tiirevlendirme ajani tercih edilmis olup, kromatogramlarda 200 — 800 nm dalga boyundaki

taramalar sonucunda olusan en iyi kromatogramlarinin yapilan dnceki ¢alismalara uygun
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olarak 336 nm dalga boyunda en iyi pik morfolojisine sahip oldugu gézlemlenmistir.
Raporlanan bazi calismalarda dalga boyu 254 nm olarak secilmis olsa da bu dalga
boyunda elde edilen kromatogramlar MSG ‘nin ayirimi i¢in iyi pik rezoliisiisyonuna sahip
olmamasinin yani sira, OPA/BME/RTU ajanimin kromatogram giiriiltiisiiniin 254 nm
dalga boyunda artig gosterdigi Ve girisim yapabilecek olas1 piklerin varhigi gozlenmistir.
OPA/BME/RTU ve 100 ppm derisimine sahip MSG ¢ozeltilerinin 254 nm ve 336 nm
dalga boylarinda elde edilen kromatagramlarin goriintiileri sirastyla Sekil 5.2., Sekil 5.3.

Sekil 5.4. ve Sekil 5.5.’de gosterilmistir.

UAU
100000

75000
50000

25000

- - g —— T - T
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
min

Sekil 5.2. OPA/BMEIRTU tiirevlendirme ajant 336 nm’da dalga boyunda gozlenen kromatogram 10 mM
PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h) Cig (2.7 um, 150%4.6 mm)
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mAU
500

PDA Multi 1 254nm,4nm

400

300
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1ol ]
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0,0 2,5 50 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0
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Sekil 5.3. OPA/BMEIRTU tiirevlendirme ajant 254 nm’da dalga boyunda gozlenen kromatogram 10 mM
PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h) Cig (2.7 um, 150%4.6 mm)

mAU
1000

PDA Multi 1 254nm,4nm

750

500

250, - |

Sekil 5.4. 100 ppm MSG 'nin OP /FMEIRTU ile tiireviendirilmis 254 nm dalga boyunda
gozlenen kromatogram 10 mM PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h) Cig (2.7 um, 150%4.6 mm)
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Sekil 5.5. 100 ppm MSG 'nin OPA / BME | RTU ile tiirevlendirilmis 336 nm dalga boyunda gozienen
kromatogram 10 mM PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h) Cig (2.7 um, 150%4.6 mm)

YPSK-UV/DAD sisteminde kullanilan mobil fazin igerisindeki PBS tamponu
kullanilmadan daha iyi bir ayiriminin miimkiin olabilecegi diisiiniilmiis ancak yapilan
caligmalarda MSG kromatogramlarda ayirim gdzlenmemistir. Ilgili analizlerin hepsi igin

10 mM pH:5.9 PBS tamponu kullanilmasina karar verilmistir.

Mobil Faz: %25 MeOH : % 75 Su
A =336 nm Dalga boyu

. N\

00 2s 50 7s 10,0 125 15,0 175 min

Sekil 5.6. OPA/BMEIRTU ile tiirevilendirilmis 50 ppm MSG kromatogram: Mobil Faz: Su:MeOH
(75:25, h/h) Kolon :Restek Raptor ™ Cig (2.7 um, 150 %4.6 mm)
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Mobil faz icerisinde PBS tamponu kullanilmadan elde edilen 50 ppm MSG
kromatogrami1 Sekil 5.6.da, PBS tamponu kullanilarak elde edilen standart MSG

kromatogramlar ise Sekil 5.7.’de gosterilmistir.

10mM PBS %75 : MeOH % 25
A » 336 nm

100ppm MSG Stondort

7Sppm MSG Stendart

S0ppm M3G Standart

OPA / BME

Sekil 5.7. OPA/BMEIRTU ile tiirevlendirilmis standrart MSG kromatogramiar: Mobil Faz: 10 mM
PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h) Kolon: Restek Raptor ™ Cig (2.7 um, 150%4.6 mm)

Daha sonra kolon sicakliginin MSG ayirimina olan etkisi incelenmis olup, bu
etkinin kromatogram morfolojisine, pik alanina ve sistem basincina dikkate deger bir
etkisi olmadig1 gozlenmistir. Calismalarda kullanilacak kolon sicakligini belirlemek igin
15 °C ila 40 °C araliginda denemeler yapilmis ve bu sicaklik degisimleri ile gbzlenen

kolon basinci Sekil 5.8.”de gosterildigi gibi raporlanmustir.
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Sicaklik °C
Sekil 5.8. 15 °C — 45 °C arasinda gozlenen Sicakltk — Kolon basinci degisim grafigi

Diger sicakliklara kiyasla anlamli bir fark gozlemlenmedigi icin ¢aligmalarda
kullanilabilecek sicaklik ile gozlenen kolon basinci ve kolon kimyasi géz Oniine

alindiginda kolon sicakliginin 25 °C olmasina karar verilmistir.

Tablo 5.1. YPSK-UV/DAD ile MSG ve analizleri icin belirlenen kosullar

Cihaz Shimadzu, Nexera — i ( LC-2040C 3D)
Dedektor Ultraviyole — Foto Diyot Dizisi Dedektorii
Mobil Faz 10 mM PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h)
Dalga Boyu 336 nm
Kolon Restek Raptor ™ Cig (2.7 um, 150x4.6 mm) kolon (Seri no: 16041187S)
Akis hizi 0.6 mL/dk
Kolon Sicakhigi 25°C
Hiicre Sicakhgi 30°C
Enjeksiyon Hacmi 20 pl
Enjeksiyon Siiresi 20 dk
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Yapilan yontem gelistirme c¢alismalar1 sonucunda YPSK-UV/DAD ile MSG’nin
tayini i¢in belirlenen en iyi RP-YPSK-UV/DAD kosullarinin Tablo 5.1.’de gosterildigi
sekilde ayarlanmasina karar verilmistir.

MSG standardinin analizi i¢in MSG stok c¢ozeltisi, referans katisindan 0,0100 g
hassas tartim alinarak 10 ml YPSK saflikta olan su igerisinde ¢o6ziilerek hazirlanan 1000
ppm’lik MSG stok ¢ozeltisinden sirastyla 500 ppm, 250 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm
ve 10 ppm’lik standart ¢ozeltiler ayni saflik derecesinde bulunan YPSK saflikta bulunan
su ile seyreltilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin her birinden 100 uL alindiktan sonra
tizerlerine 900 uLL OPA/BME/RTU tiirevlendirme ¢ozeltisi ilave edilerek son derisimleri
sirastyla 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm, 5 ppm, 1 ppm standart ¢6zeltiler elde edilmistir. 20 puL.
enjeksiyon hacmi ile YPSK-UV/DAD sistemine Tablo 5.1.’de belirlenen kosular altinda

verilerek elde edilen MSG standartlarinin kromatogramlar: Sekil 5.9.’da gosterilmistir.
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Sekil 5.9. YPSK-UV/DAD ile elde edilen OPA/SME/RTU ve 1 ppm, 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm,
50 ppm derisimlerine ait MSG kromatogramlari

Sekil 5.9.’da elde edilen kromatogramlara karsilik gelen alanlar ise Tablo 5.2.’de
gosterilmistir.
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Tablo 5.2. OPA/BME/RTU ile tiireviendirilerek hazirlanan MSG kromatogramlarumn pik alanlart

Derisim (ppm) Pik Alam ortalamalari (n=3)
1 18978
2,5 47662
5 95500
10 202680
25 502560
50 998764

Tablo 5.2.°de gosterilen veriler dogrultusunda, hazirlanan standart g¢ozeltilere
karsilik gelen alanlar ile dogrusal sonuglar elde edilmistir. Bu sonucun Lambert — Beer
yasasina uydugu belirlenmis ve verilere gore denklemi y = 20033x - 1159,6 ve
R2=10,9999 olan dogrusal bir denklem elde edilmistir Sekil 5.10’da derisim kromotogram

pik alani kalibrasyon grafigi verilmistir.
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y =20033x - 1159,6

1000000 R2=0,9999 .-~

®
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200000 .

0 10 20 30 40 50 60

Derisim

Sekil 5.10. MSG derisimleri — Kromatgoram alanlary ile elde edilen kalibrasyon grafigi (n=3)

5.1.1. YPSK-UV/DAD ile yapilan SUT calismalari

Standart ¢ozeltilerin analiz islemleri gerceklestirildikten sonra SUT caligmalarina
baslanmistir. Bu c¢alismalar sonucunda elde edilen alikonma zamani, kuyruklanma

faktorii (T), ayirim giicii Rs, kapasite faktort, segicilik Faktori (o), teorik tabaka sayisi
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(N), asimetri faktorii (As), pik yiiksekliginin / alanin tekrar edilebilirligi (%BSS) degerleri
Tablo 5.3.”de gosterilmistir.

Tablo 5.3. SUT ¢alismalar: sonuglar: (Kolon: Raptor™ Cig150x4.6 mm.,2.7 um / Mobil faz: 10 mM
PBS (pH 5.9):MeOH (75:25, h/h)

Parametre Elde edilen deger Olmasi gereken/tavsiye edilen

deger
Alikonma zamani 4803 -
Kuyruklanma faktorii (T) 0,55 T<2
Ayirim giicii Rg 51 Rs>2,0
Kapasite faktorii 2,01 k>2
Secicilik Faktort (o) 19 o>1
Teorik Tabaka Sayisi (N) 2962,07 N>2000
Asimetri Faktori (As) 1,02 As=0,95-1,2
Pik yiiksekliginin veya alanin <15 %BSS < 1.5

tekrar edilebilirligi (%BSS)

Yapilan SUT testleri ile elde edilen degerler YPSK-UV/DAD sistemi ile MSG ve
L-GLU tayini i¢in iyi bir ayrim gergeklestirildigini gosterir niteliktedir. Gelistirilen
yontem, analitik yontemlerin validasyonu lizerine ICH tarafindan yayinlanan kilavuzda
belirtilen Oneriler dogrultusunda valide edilmistir. Bunlar sistem uygunluk testleri ile
birlikte dogruluk, kesinlik, dogrusallik, aralik, tayin alt sinir1, saptama sinir1, segicilik,

saglamliktir.

5.1.2. YPSK-UV/DAD ile yapilan dogruluk ¢calismalari

Gelistirilen yontemde dogruluk ¢alismalari, standart MSG ¢ozeltisi ile birlikte cips,
hazir ¢corba ve bulyonlar lizerinde zenginlestirme (spike) islemi uygulanarak geri kazanim
degerlerinin Ol¢iilmesiyle degerlendirilmistir. Her bir konstantrasyon i¢in 3’er analiz
yapilarak ilgili hesaplamalar yapilmistir. Bu kosullar altinda elde edilen geri kazanim,
standart sapma ve %RSD degerleri hesaplanmistir. Bu degerler, Tablo 5.4.°de

gosterilmistir.

74



Tablo 5.4. Standart MSG ve numunelere zenginlestirme (spiked) islemi uygulanarak elde edilen geri
kazanim degerleri

Numune  Derisim (%) Zenginlestirme Ortalama Geri Geri Ortalama
(Spike) edilen  Geri Kazanim Kazamm Geri
miktar Kazanim  Degerlerinin kazanim
(ng/ml) (ng/ml) Standart (%) (%)

Sapmasi 2

Standart 50 10 9,88 0,72 98,8

MSG
100 25 24,2 0,65 96,8 %98
150 50 49,2 0,54 98,4

Cips 50 10 9,92 0,09 99,2
100 25 24,5 0,08 98 %98,4
150 50 49,1 0,14 98,2

Hazir 50 10 10,2 0,12 100,2

Corba
100 25 24,9 0,55 99,6 %100,1
150 50 50,3 0,42 100,6

Bulyon 50 10 9,64 0,54 96,4
100 25 24,1 0,12 96,4 %97,7
150 50 50,2 0,24 100,4

Tablo 5.4.’de verilen zenginlestime miktar1 her bir numuneden 3’er defa 6l¢iim

alinarak hesaplanmis standart sapma degeridir.

5.1.3. YPSK — UV/DAD ile yapilan kesinlik ¢calismalari
YPSK-UV/DAD yontemi ile 100 mg/L MSG tayininde elde edilen sonuglar, giin
ici ve giinler arasi olacak sekilde 5’ser set halinde hazirlanmistir. Her bir gruptan elde

edilen degerlerin ortalamasi, SS ve %BSS degerleri Tablo 5.5.’de gdsterilmistir.
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Tablo 5.5. 100 ppm MSG standart ¢ézeltisinden elde edilen giin igi ve giinler arasi kesinlik ¢alismalar

1.gilin (n=5) 2.giin(n=5) 3.glin(n=5) Ginler arasi(n=15)

Ortalama derisim(mg/L) 99,54 47,58 47,01 64,71
SS 0,449 0,450 0,204 0,367
%BSS 0,451 0,946 0,433 0,568
Giiven Aralig1 o= 0.05 99,54 +0.50 47,58+0,51 47,01+£0,13 64,71+0,41

Tablo 5.5.’deki degerler incelendiginde MSG’nin giinler arasi analizlerinin
derigimlerinde azalma oldugu gozlenmistir. OPA/BME/RTU ile tlirevlendirme islemi
gergeklestirildikten sonra ayni giin igerisinde yapilan analizlerde istatistiksel olarak
anlamli farklar olmadig1r ancak giinler arasi yapilan c¢alismalarda L-GLU ve MSG
standartlarinin OPA/BME/RTU ile elde edilen tiirev bilesenlerinin kararli olmadig:
sonucuna varilmistir. Literatlirde, yapilan c¢aligmalar da bunu dogrular niteliktedir
[110,111]. 50 ppm MSG’nin giinler arasi gerceklestirilen analizlerdeki elde edilen
kromatogramlarin pik siddetindeki azalmalar Sekil 5.11. ve 5.12.’de gdsterilmistir. Bu
gbzlem dikkate alinarak bu yontem ile ilgili calismalar yapilmistir. 1. giin sonunda elde
edilen MSG sinyali ile 2. giin sonunda elde edilen sinyal arasindaki fark dikkat
¢ekmektedir. Buna karsilik 2. giin sonu ile 3. giin sonunda yapilan analizler arasinda elde

edilen kromatogramlarda ise farklilik olmadigi gézlemlenmemistir.

mAU

PDA Multi 2 336nm,4nm

i MSG
100 /

50

-— 77— [ T
0,0 2,5 50 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0
min

Sekil 5.11. /. giin sonunda elde edilen 50 ppm OPA/SME/RTU ile tiireviendirilmis MSG kromatogrami
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Sekil 5.12. 2. giin sonunda elde edilen 50 ppm OPA/SMEIRTU ile tiirevlendirilmis MSG kromatogrami

Kromatogramlar incelendiginde, pik siddetlerinde azalma oldugu ve MSG’nin
OPA/BME/RTU tiirevinin kararli olmadigi sonucuna varilmistir. Yapilan analizlerde bu

durum dikkate alinarak numunelerin YPSK sistemine enjeksiyonlar1 gergeklestirilmistir.

5.1.4. YPSK-UV/DAD ile yapilan segicilik calismalari

MSG tayini yapilirken girisim yapabilecek tiirlerin varliginda veya numunelerin
tiirevlendirme isleminden sonra olast meydana gelebilecek bagka maddelerin varliginda
tayininin gerceklestirilebilecegini gostermek amaciyla secicilik faktoriiniin o>1 olmast
referans olarak alinmis olup daha dnce yapilan SUT degerlendirilmesinde gosterilmistir.
Elde edilen sonuclar referans degere uygunluk gdstermesinden dolayr gelistirilen

yontemin segiciliginin uygun olduguna karar verilmistir.

5.1.5. YPSK-UV/DAD ile yapilan dogrusallik ¢calismalar:

MSG tayini igin gelistirilen YPSK-UV/DAD yonteminin ¢aligma araliklarinin
belirlenmesinde numunelerde elde edilebilecek sinyal biiyiikliikleri ve giiriilti etkileri goz
ontine alinmistir. 1 — 100 ppm derisimleri araliginda hazirlanan standart ¢ozeltilerden giin
ici ve giinler aras1 analizleri ile dogrusallik ¢alismalart yapilmistir. Tayin sinir1 (LOD) ve
tayin alt sinir1 (LOQ) degerleri bulunan kalibrasyon dogrusunun denklemi araciligiyla
hesaplanmistir. LOD, standart sapma ve bu dogrudan elde edilen egimin (m) birbirlerine

oraninin 3 katr, LOQ ise ayni oranin 10 kati1 alinarak hesaplanmistir. Tablo 5.6.’da, giin
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ici ve gilinler arasi olarak incelenen bu degerler egim, korelasyon katsayisi ve %95 giiven

seviyesindeki olas1 smirlart belirlenmistir. OPA/BME/RTU tiirevinin giinler arasinda

meydana gelen siddetindeki azalma burada da gozlemlenmistir.

Tablo 5.6. OPA/BME/RTU ile tiireviendirilmis MSG 'nin giin i¢i ve giinler arast elde edilen dogrusallik

calisma sonuglart

Parametre 1.giin 2.giin 3.giin
Calisma araligi(mg/L) 1-100

Egim 20033 10017 10017

r? 0,9999 0,9999 0,9999

SS 96,46 77,50 63,90

LOQ (mg/L) 0,015 0,022 0,021

LOD (mg/L) 0,050 0,069 0,070

5.1.6. YPSK-UV/DAD ile yapilan saglamhk ¢alismalari

YPSK-UV/DAD ile MSG tayininin saglamlik ¢aligmalar1 degerlendirilmesi i¢in

sistemin akis hizi, kolon sicakligi, tampon pH’1t ve hareketli faz yiizdelerinin

degisikliklerine karsi elde edilen sonuglar Tablo 5.7.’de gdsterilmistir. %BSS <2 olmasi

yontemin saglamlik acisindan uygun oldugunun gdéstergesidir.
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Tablo 5.7. YPSK-UV/DAD sistemi ile elde edilen saglamlik sonuglari (* 6nerilen referans deger <2)

Degisiklik yapilan 1.Deneme 2.Deneme 3.Deneme  %BSS*
Parametre
Akis hizi (mL/dk) 0,5 0,6 0,7 0,23
Kolon sicakligi (°C) 29 30 31 0,79
Tampon pH™1 58 51 6 0,73
Hareketli faz tampon 24 25 26 0,61
yiizdesi (%)

Gelistirilen YPSK-UV/DAD yontemi tim numunelere uygulanarak incelenen
gidalarda bulunan MSG miktarlari, ilgili seyreltme faktorleri dikkate alinarak
hesaplamalar yapilmistir. Gidalarda bulunan MSG miktarlar1 ppm ve g/kg cinsinden
Tablo 5.8.’de gosterilmistir.
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Tablo 5.8. Analizi yapilan gida numuneleriden elde edilen MSG miktarlari (ppm) *Asya ve Giiney
Amerika bolgelerinden temin edilen numune

Seytel.t'nje Bulunan MSG
Numune o faktorii ile miktar: g/(g/kg)
adedi Numune Cinsi heks);rpill‘;;ean cinsinden
derisim (ppm) TGK’ya gore)
1 Sade patates cipsi 24,81563 2,4
2 Baharat ¢esnili patates Cipsi 45,08418 4,5
3 Firinlanmus patates cipsi 7,66379 0,7
4 Yogurt ve mevsim yE?riJlsliikleri aromal1 patates 44,9943 44
5 Pastirma aromali patates cipsi 52,57744 52
6 Baharat ¢esnili misir cipsi 52,65231 52
7 Peynrili misir cipsi 21,51025 2,1
8 Baharat ¢esnili misir cipsi 29,0684 2,9
9 Aci biber aromali muisir cipsi 34,97137 3,5
10 Sade patates cipsi 18,74895 1,8
11 Ketcap aromali patates cipsi 63,64562 6,3
12 Peynir — sogan aromali patates cipsi 58,22883 58
13 Fistik aromali cips 7,18061 0,7
14 Peynir aromali cips 69,73028 6,9
15 Biftek aromali cips 66,3041 6,6
16 Biftek aromali cips 22,03037 2,2
17 Firmlanmis — ketgap aromali cips 56,44087 5,6
18 Peynir aromali cips 42,05333 4.2
19 Siit misir aromali cips 46,24221 46
20 Sade patates cipsi 7,14068 0,7
21 Kekikli patates cipsi 60,71161 6
22 Sade patates cipsi 20,45604 2
23 Barbekii soslu patates cipsi 40,7755 4
24 Tortilla aromal1 patates cipsi* 61,34 6,1
25 Yesillik aromali patates cipsi* 87,89 8,7
26 Hazir pizza baharati 169,8 16,9
27 Et bulyon 949,4 94
28 Et bulyon 145,2 145,1
29 Tavuk suyu bulyon 739 73,9
30 Tavuk suyu bulyon 1059 105,9
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Tablo 5.8 devami. Analizi yapilan gida numuneleriden elde edilen MSG miktarlar: (ppm)

Seytel.t'nje Bulunan MSG
Numune o faktorii ile miktar g/(g/kg)
adedi Numune Cinsi heks);rpill‘;;ean cinsinden
derisim (ppm) TGK’ya gore)
31 Tavuk suyu bulyon 818,9 81,8
32 Et suyu bulyon 632,1 63,2
33 Tavuk suyu bulyon 1179,1 117,9
34 Toz halinde paketli bulyon 1505,2 150,5
35 Tavuk suyu bulyon 996,6 99,6
36 Hazir Yayla ¢orbast 282,2 28,2
37 Hazir Ezogelin gorbast 56,27 5,6
38 Hazir Tavuk ¢orbasi 36,79 3,6
39 Hazir Domates ¢orbasi 31,31 3,1
40 Kofte harci 213,8 21,3
41 Baharatli patates cipsi* 37,88 3,7
42 Sebzeli baharat ¢esni 521,1 52,11
43 Et bulyon 119,58 119,58
44 Tavuk suyu bulyon 1208 120,84
45 Tarhana ¢orbast MSG yok Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
46 Domates gorbast MSG yok 75,70 7,57
47 Iskembe ¢orbast MSG yok 46,17 461
48 Yayla gorbasi Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
49 Kremali tavuk ¢orbasi 14,85 1,48
50 Domates gorbasi 34,6 3,46
51 Tarhana ¢orbasi Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
52 iskembe ¢orbasi 15,3 1,53
53 Ezogelin gorbasi 2,66 0,26
54 Kremali mantar gorbasi Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
55 Sehriyeli tavuk ¢orbasi 22,59 2,25
56 Cig kofte CK1 Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
57 Cig kofte CK2 Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
58 Cig kofte CK3 4,2 0,42
59 Cig kofte CK4 0,90 0,09
60 Cig Kofte CKS5 7,20 0,72
61 Cig Kofte CK6 31,2 3,12
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5.2. YPSK-FLD ile Gidalarda Bulunan MSG Miktarlarimin Tayini

YPSK-FLD ile MSG tayin ¢alismalarina daha 6nce yapilan galismalar incelenerek
ve cesitli denemeler yapilarak baglanmistir. Yontem gelistirme asamalar1 bir 6nceki
yontemde oldugu gibi sabit ve hareketli faz se¢imi ile baglanmistir. MSG tayinine 6zgiin
uygun analiz kosullarin belirlenmesi ve yontem gecerliliginin  arastirilmasi
basamaklarindan sonra gelistirilen yontem, gercek numunelere uygulanmistir. Yapilan

uygulamalarda kullanilabilecek bir analiz metodu gelistirilmistir.

MSG tayininde kullanilmak tizere gesitli mobil fazlar tizerinde incelemeler
yapilmustir. incelenen mobil fazlar arasinda MeOH: Su pH 2.95 % 1.5 Trietilamin ve 5
mmol/l tetrabiitilamunyum iceren (35:65, h/h) karisim ve MeOH:Su:GAA
(45:54:1, h/h/h), MeOH:Su (50:50, h/h) mobil fazlarinin ayirima olan etkileri incelenmis
ve aralarinda en iyi pik ayirimi ve morfolojisi MeOH:Su:GAA (45:54:1, h/h/h) oranindaki
moil faz ile elde edilmistir. Bu mobil faz ile yapilan aminoasitlerin dansillenme

caligmalar1 bunu dogrular niteliktedir [71, 74].

YPSK saflikta bulunan su ile hazirlanan MSG ¢6zeltileri ve numuler DNS-Cl ile
tirevlendirilerek farkliliklar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde NaHCO3
kullanilmadan hazirlanan c¢ozeltiye gore pik rezoliisyonunun saglanamadig
gozlemlenmistir. Bu durum DNS-CI ile tiirevlendirmenin tam olarak ger¢eklesmedigini
diisiindiirmektedir. Bu sebepten dolayr ilgili tayinlerin hepsi i¢in %2’lik NaHCO3
cozeltisi kullanilmasina karar verilmistir. %2’lik NaHCOs ¢o6zeltisi kullanilmadan ve

kullanilarak 6rnek kromatogramlar sirasiyla Sekil 5.13. ve Sekil 5.14.” de gosterilmistir.
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Sekil 5.13. YPSK safliktaki su icerisinde hazirlanarak elde edilen 6 nolu numune kromatogrami
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Sekil 5.14. %2 lik NaHCOs igerisinde hazirlanarak elde edilen 6 nolu numune kromatogrami

25 ppm derisime sahip MSG standart ¢ozeltisinin - DNS-CI ile

tiirevlendirilmesinden elde edilen 6rnek kromatogram Sekil 5.15.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.15. 25 ppm derisime sahip MSG 'nin DNS-CI ile tiirevilendirilmesi ile elde edilen kromatogram

Sistemle kullanilacak uyarilma (excitation) ve emisyon (emission) dalga boylar
icin sirastyla 328 nm ve 530 nm olarak belirlenmistir.

Kolon sicakliginin MSG ayirimina olan etkisi incelenmistir. Bir 6nceki yontemde
oldugu gibi 15 °C — 40 °C araliginda gozlenen kolon basinglari incelenerek elde edilen
veriler dogrultusunda istatistiksel olarak bir fark gozlenmedigi belirlenmistir. Bu veriler
g0z Oniine alindiginda 25 °C’de calisilmaya kara verilmistir. Elde edilen alana karsilik

sicaklik grafigi Sekil 5.16.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.16. YPSK-FLD ile MSG ayirimi i¢in 15 °C — 45 °C arasinda gozlenen Sicaklik — kolon basinci
arasi degisim grafigi
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Yapilan yontem gelistirme ¢aligsmalari sonucunda MSG analizinin YPSK —FLD ile

tayini i¢in belirlenen en iyi kosullar Tablo 5.9.’de gosterildigi gibi ayarlanmustir.

Tablo 5.9. YPSK — FLD ile MSG tayini igin belirlenen kosullar

Cihaz Shimadzu, Nexera — i ( LC-2040C 3D)

Dedektor Floresans Dedektor

Excition (Uyarilma) 328 nm

Emmission (Emisyon) 530 nm

Mobil Faz Su:MeOH:GAA (54:45:1, h:h:h)

Kolon Restek Raptor ™ C18 (2.7 um, 150x4.6 mm) kolon (Seri no: 16041187S)
Akis hizx: 0,5 mL/dk

Kolon Sicakhigi: 25°C

Hiicre Sicakhg: 25°C

Enjeksiyon Hacmi: 20 pl

MSG tayini i¢in referans katisindan 0,0100 g hassas tartim alinarak, 10 mL %2
NaHCOs tampon ¢ozeltisi igerisinde ¢oziillerek hazirlanan stok ¢ozeltiden ilgili
seyreltmeler yapildi. 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm, 1 ppm ve 100 ppb arasi standart
cozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin {izerinin her birinin 100 pL’sine ayn1 hacimde ACT
icerisinde hazirlanmis olan DNS — CI tiirevlendirme ajani ilave edildi. Daha sonra 75
dakika boyunca 95 °C’de bekletilen ¢6zeltilerin her birinin tizerine 50’ser uLL MeOH ve
GAA ¢ozeltisi ilave edildikten sonra Tablo 5.9.’de belirlenen kosullar altinda MSG
analizi gerceklestirildi. Elde edilen kromatogramlar Sekil 5.17.’de gdsterilmistir.
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Sekil 5.17. 100 ppb — 100 ppm arast DNS -ClI tirevilendirilmesi sonucu elde edilen MSG
kromatogramlar

Cozeltilerin derisimleri hesaplanirken ilgili seyreltmeler goz 6ntine alinmistir. Bu

derigimlere ait kromatogram pik alan degerleri Tablo 5.10.’da gosterilmistir.

Tablo 5.10. DNS-CI tiirevi ile elde edilen standart MSG kromatogram alanlart

Derisim (ppm) Pik Alani (n=3)
250 208438753
100 97151117
50 47806366
25 23782298
10 9601709
1 863207
0,1 93365
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Elde edilen sonuglara gore ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 5.18.’de gosterilmis
olup denklemi y= 3x10° - 976636 ve R? = 0,9999 olarak elde edilmistir.

120000000

100000000 y = 3E+06x +976636
R?=0,9999
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40000000
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0
0 5 10 15 20 25 30 35

Derisim ppm

Sekil 5.18. DNS-CI tiirevi ile elde edilen standart MSG standartlarina ait kalibrasyon grafigi

5.2.1. YPSK-FLD ile yapilan SUT cahsmalari

Standart MSG’nin analizleri gerceklestirildikten sonra SUT ¢alismalarina
baglanmigtir. YPSK-FLD sistemi i¢in elde edilen SUT sonuglart Tablo 5.11.°de

gosterilmistir.
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Tablo 5.11. YPSK-FLD sistemi i¢in yapilan SUT ¢alismalar: sonuglar: C18 150x4.6 mm.,2.7 um,
Hareketli faz: Su:MeOH:GAA (54:45:1, h:h:h)

Elde Olmasi
edilen gereken/tavsiye
Parametre deger edilen deger
Alikonma zamani 7899 -
Kuyruklanma faktorii (T) 0.98 T<2
Ayirim giicti Rs 1.04 Rs>2,0
Kapasite faktorii 4,2 k’>2
Secicilik Faktorii (o) 1,16 o>1
Teorik Tabaka Sayisi (N) 6241 N>2000
Asimetri Faktorii (As) 0,96 As=0,95-1,2
Pik yiiksekliginin veya alanin <15 %BSS<1,5

tekrar edilebilirligi (%BSS)

Yapilan SUT testleri sonuglarina gore elde edilen degerler iyi bir sistemde iyi bir
ayrim gerceklestirildigini gosterir niteliktedir. Gelistirilen yontem, analitik yontemlerin
validasyonu iizerine ICH tarafindan yayinlanan kilavuzda belirtilen 6neriler ile bir 6nceki
yontemde oldugu gibi YPSK-FLD yontemi i¢in de valide edilmistir. Bunlar sistem
uygunluk testleri ile birlikte dogruluk, kesinlik, dogrusallik, aralik, tayin alt siniri,

saptama siniri, secicilik, saglamliktir.

5.2.2. YPSK-FLD ile yapilan dogruluk ¢alismalar:
Gelistirilen YPSK-FLD yontemdeki dogruluk caligsmalari, standart MSG ¢ozeltisi

ile birlikte cips, hazir ¢orba ve bulyonlar iizerinde zenginlestirme (spike) islemi
uygulanarak geri kazanim degerleri dl¢iilerek belirlenmistir. Her bir konstantrasyon i¢in
3’er analiz yapilarak ilgili hesaplamalar yapilmistir. YPSK-FLD yontemi icin geri

kazanim, standart sapma ve % RSD degerleri hesaplanarak Tablo 5.12.’de gosterilmistir.
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Tablo 5.12. Standart MSG ve numunelere zenginlestirme (spiked) islemi uygulanarak elde edilen
YPSK- FLD geri kazananim degerleri (n=3) 2

Numune Derisim Zenginlestirme Ortalama  Geri Geri Ortalama
(ng/mL) (Spike) edilen  Geri Kazanim Kazamm Geri
miktar Kazanim  Degerlerinin kazanmim
(ng/mL) (ng/mL) Standart (%) (%)
Sapmasi 2
Standart 50 10 9.82 0,091 98,2
MSG
100 25 2,.16 0,30 100,64 98,04
150 50 49,9 0,15 99,8
Cips 50 10 9,53 0,38 95,3
100 25 24,74 0,02 98,96 97,98
150 50 49,84 0,05 99,68
Hazir 50 10 9,73 0,20 97,3
Corba
100 25 25,04 0,15 100,16 99,17
150 50 50,03 0,15 100,07
Bulyon 50 10 9,46 0,072 94,5
100 25 24,81 0,005 99,24 97,35
150 50 49,16 0,47 98,32

Tablo 5.12.’de verilen spike edilen her bir numuneden 3’er defa 6lglim alinarak

hesaplanmis standart sapma degeridir.

5.2.3. YPSK-FLD ile yapilan kesinlik ¢alismalari

10 mg/L (ppm) MSG standart ¢o6zeltisi kullanilarak giin i¢i ve giinler arasi olacak
sekilde 5’er set halinde YPSK-FLD sistemine Tablo 5.13.’de belirtilmis olan kosullar
altinda gergeklestirilmistir. Bu yontem i¢in elde edilen ortalama, SS ve BSS degerleri

Tablo 5.13.”de gosterilmistir.
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Tablo 5.13. 10 ppm MSG standart ¢ézeltisinden elde edilen giin igi ve giinler arast kesinlik ¢alismalart

degerlendirmesi

l.giin 2.giin 3.giin
(n=5) (n=5) (n=5)

Giinler arasi
(n=15)

Ortalama derisim(mg/L) 9,98 9,98 9,97

SS 0,001 0,011 0,015

%BSS 0,010 0,110 0,150

%095 Giiven aralig1 o= 0.05 9,99 9,99 9,98

9,976
0,108
0,238

9,98

Tablo 5.13.’deki degerler incelendiginde YPSK-FLD ile giin igi ve glinler arasi elde

edilen sonuglar MSG’ derisimlerinin ayn1 kaldigin1 gostermektedir. DNS-CI

tiirevlendirilmesi ile olusan floresan yapinin OPA/BME/RTU tiirevi ile kiyaslandiginda

daha kararl1 bir yapida oldugu gézlemlenmistir. Giinler arasi gergeklestirilen analizlerden

elde edilen 10 ppm ve 25 ppm derisime sahip MSG kromatogramlarinin 1 ve 2. giin

sonunda elde edilen kromatogramlari sirasiyla Sekil 5.19. ile Sekil 5.22. arasinda

gosterilmistir.
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Sekil 5.19. 10 ppm DNS-CI tiirevi MSG 'nin 1. giin sonunda elde edilen kromatogrami
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Sekil 5.20. 10 ppm DNS-CI tiirevi MSG 'nin 2. giin sonunda elde edilen kromatogrami
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Sekil 5.21. 25 ppm DNS-CI tiirevi MSG 'nin 1. giin sonunda elde edilen kromatogrami
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Sekil 5.22. 25 ppm DNS-CI tiirevi MSG ’nin 2. giin sonunda elde edilen kromatogrami

5.2.4. YPSK-FLD ile yapilan segicilik ¢calismalari

MSG tayini yapilirken girisim yapabilecek tiirlerin varliginda veya numunelerin
tirevlendirme isleminden sonra olas1t meydana gelebilecek baska maddelerin varliginda
tayininin gergeklestirilebilecegini gostermek amaciyla secicilik faktoriiniin o >1 olmasi
referans olarak alinmigtir. Tablo 5.3.’de gosterildigi iizere SUT degerlendirilmesinde elde
edilen sonuglar referans degere uygunluk gostermesinden dolay1 gelistirilen yontemin

seciciliginin uygun olduguna karar verilmistir.

5.2.5. YPSK-FLD ile yapilan dogrusallik calismalari

MSG tayini i¢in gelistirilen YPSK-FLD yonteminde c¢aligma araliklarinin
belirlenmesinde numunelerden elde edilebilecek sinyal biiyiikliikkleri ve giiriiltii etkileri
g6z Oniine almmustir. 1 ppb — 100 ppm derisimleri araliginda hazirlanan standart
cozeltilerden analizler yapilarak giin i¢i ve giinler arasi olacak sekilde dogrusallik
caligmalar1 yapilmistir. Giin i¢i ve gilinler arasit olarak incelenen bu degerler egim,
korelasyon katsayisi ve %95 giiven seviyesindeki olasi sinirlari belirlenmistir. YPSK-
FLD ile yapilan dogruluk c¢aligmalarinin giinlere gore sonucglart Tablo 5.14.°de

verilmistir.
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Tablo 5.14. YPSK-FLD ile yapilan dogrusallik ¢alisma sonuglart

Parametre 1.giin 2.giin 3.giin
Calisma araligi (mg/L) 0.1-100

Egim 3E+06x 3E+06x 3E+06x
r2 0.9999 0.9999 0.0999
SS 1223,9 569.67 714

LOQ (mg/L) 4,07x10°3 1.89x10°3 2.38x10°®
LOD (mg/L) 1,34 x10 6.55x107 7.8x10*

5.2.6. YPSK-FLD ile yapilan saglamhk calismalari

MSG tayini igin gelistirilen YPSK-FLD yontemi i¢in saglamlik ¢alismalarinin
degerlendirilmesi, bir dnceki yontemde oldugu gibi sistemin akis hizi, kolon sicakligi,
hareketli faz yiizdelerinin degisikliklerinin sonuglara olan etkileri incelenmistir. Elde
edilen sonuglar Tablo 5.15.’de gosterilmistir. Bu sonuglara gore, %BSS < 2 olmasi

yontemin saglamlik agisindan uygun oldugunun gostergesidir.

Tablo 5.15. YPSK-FLD ydntemi ile saglamlik testinden elde edilen sonuglar (*onerilen referans deger <2)

Degisiklik yapilan Parametre 1.Deneme 2.Deneme 3.Deneme %BSS*
Akis hiz1 (mL/dk) 0,4 0,5 0,6 0,39
Kolon sicakligi (°C) 29 30 31 0,62
Kullanilan su oran1 (%) 53 54 55 0,28

YPSK-FLD ile gelistirilen yontemde ilgili seyreltme faktorleri dikkate alinarak
gidalarda elde edilen ppm ve g/kg cinsinden MSG miktarlar1 Tablo 5.16.’de

gosterilmistir.
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Tablo 5.16. YPSK-FLD sistemi ile analizi yapilan gida numunelerinden elde edilen MSG miktarlar:

*4sya ve Giiney Amerika bolgelerinden temin edilen numune

Seyreltme Bulunan
faktorii ile = MSG miktan
Numune Numune Cinsi birlikte g/ (g/kg)
numarast hesaplanan cinsinden
derisim TGK’ya
(ppm) gore)
1 Sade patates cipsi 29 2,9
2 Baharat ¢esnili patates cipsi 45,97 45
3 Firinlanmus patates cipsi 7,01 0,71
4 Yogurt ve mevsim ye§1ll}kler1 44,04 4,40
aromali patates cipsi
5 Pastirma aromali patates cipsi 53,7 5,37
6 Baharat ¢esnili musir cipsi 51,7 517
7 Peynrili misir cipsi 22,26 2,26
8 Baharat ¢esnili misir cipsi 25,9 2,5
9 Aci biber aromal1 musir cipsi 39,2 3,9
10 Sade patates cipsi 31,07 3,07
11 Ketcap aromali patates cipsi 63,55 6,3
12 Peynir — sogar_l ar_omah patates 58.4 5,84
cipsi
13 Fistik aromal1 cips 9,08 0,908
14 Peynir aromali cips 66,09 6,69
15 Biftek aromali cips 64,8 6,48
16 Biftek aromali cips 24,6 2,46
17 Firmlanmis — ketgap aromali cips 57,5 57
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Tablo 5.16. (Devam). YPSK-FLD sistemi ile analizi yapilan gida numunelerinden elde edilen MSG
miktarlart *4sya ve Giiney Amerika bolgelerinden temin edilen numune

Seyreltme
fak.to'ru ile Bulunan MSG miktari
Numune L birlikte M
Numune Cinsi g/(g/kg) cinsinden
numarasi hesaplanan A
. . TGK’ya gore)
derisim
(ppm)

18 Peynir aromali cips 44,08 4,40
19 Siit musir aromali cips 48,72 4.8

20 Sade patates cipsi 9,5 0,95
21 Kekikli patates cipsi 71,7 7,17
22 Sade patates cipsi 22,7 2,27
23 Barbekii soslu patates cipsi 49,25 4,92
24 Tortilla aromal1 patates cipsi* 58,1 5,81
25 Yesillik aromal1 patates cipsi* 79,29 7,92
26 Hazir pizza baharati 168,8 16,8
27 Et bulyon 9111 91,1
28 Et bulyon 1462,2 146,2
29 Tavuk suyu bulyon 722,3 72,2
30 Tavuk suyu bulyon 1006 106

31 Tavuk suyu bulyon 926,69 92,69
32 Et suyu bulyon 698 69,8
33 Tavuk suyu bulyon 803,57 80,35
34 Toz halinde paketli bulyon 1475,17 1475
35 Tavuk suyu bulyon 998,82 99,88
36 Hazir Yayla ¢orbasi 288,5 28,8
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Tablo 5.16. (Devam). YPSK-FLD sistemi ile analizi yapilan gida numunelerinden elde edilen MSG
miktarlart *4sya ve Giiney Amerika bolgelerinden temin edilen numune

Seytelfrr‘]e Bulunan MSG
Numune . faktorii ile miktar: g/(g/kg)
numarasi Numune Cinsi het;:';lrpl)lll;:lean cinsinden
derisim (ppm) TGK’ya gore)
37 Hazir Ezogelin ¢orbasi 59,6 5,9
38 Hazir Tavuk ¢orbasi 37,2 3,7
39 Hazir Domates ¢orbast 31,5 3,1
40 Kofte harci 224 22,4
41 Baharatli patates cipsi* 378 3,78
42 Sebzeli baharat ¢esni 521,1 52,11
43 Et bulyon 1191,6 119,1
44 Tavuk suyu bulyon 1239,5 123,95
45 Tarhana ¢orbast MSG yok Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
46 Domates gorbast MSG yok 78,7 7,87
47 Iskembe ¢orbast MSG yok 49,2 4,92
48 Yayla gorbast Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
49 Kremali tavuk ¢orbast 14 1,4
50 Domates ¢orbasi 35,6 3,56
51 Tarhana gorbasi Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
52 Iskembe gorbasi 15 15
53 Ezogelin ¢orbasi 2,06562 0,20
54 Kremali mantar ¢orbasi Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
55 Sehriyeli tavuk gorbasi 22,5 2,25
56 Cig kofte CK1 Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
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Tablo 5.16. (Devam) YPSK-FLD sistemi ile analizi yapilan gida numunelerinden elde edilen MSG
miktarlart *4sya ve Giiney Amerika bolgelerinden temin edilen numune

Seyreltme Bulunan MSG
Numune faktori ile miktar1 g/(g/kg)
Numune Cinsi birlikte 1itan g/1g/ke
numarasi hesaplanan cinsinden
A
derisim (ppm) TGK’ya gore)
57 Cig kofte CK2 Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
58 Cig kofte CK3 4,19591 0,41
59 Cig kofte CK4 Tespit edilemedi  Tespit edilemedi
60 Cig Kofte CK5 7,2 0,7
61 Cig Kofte CK6 34,5 3,4
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5.3. YPSK-ELSD ile MSG Tayini

ELSD aracilig1 ile MSG tayini ¢alismalarina yontem gelistirme basamag ile
baglanmistir. YPSK-UV/DAD ve YPSK-FLD sistemleri ile gerceklestirilen tayinlerin
aksine YPSK-ELSD ile yapilan tayinlerinde MSG’nin tiirevlendirilmesine gerek
kalmaksizin analizi gergeklestirilerek cesitli gidalarda bulunan miktar1 incelenmistir.
Literatiirde ELSD ile L-GLU’yu da igeren amino asit tayinleri olsa da MSG tayini ile
ilgili arastirmalar oldukga sinirlidir. Kullanilan diger detektorlere kiyasla ELSD daha ¢ok
degiskene sahiptir. Bundan dolayr mobil faz, kolon sicakligi degerlerinin etksinin yani
sira nebulazier sicakligi, azot gazi basing degeri, gain (kazang), filter (filtre), gibi
parametreler incelenerek ve gesitli denemeler yapilarak en iyi ayirim gergeklestirilmeye
calisilmigtir.

Incelenen mobil fazlar arasinda MeOH:Su (50:50, h/n), MeOH:Su:FA (50: 49:1,
h/h/h), EtOH:Su (50:50, h/h) ile gesitli oranlarda sahip ACN:Su ve ACN:Su:FA mobil
fazlar1 denenmistir. Incelemelere ilk olarak MeOH:Su (50:50, h/h) mobil fazi
baslanmistir. Hazirlanan L-GLU ve MSG standartlart incelemeler yapilmistir. Belirtilen
kosullar altinda elde edilen 1000 ppm derisime sahip L-GLU standardinin kromatogrami
Sekil 5.23.’de gosterilmistir.

mV
150{ / L-GLU
100{
50{
o] /L
00 25 50 75 100 125 150 175 200

min

Sekil 5.23. YPSK-ELSD ile elde edilen 1000 ppm L-GLU standard: Mobil faz: MeOH:Su:(50:50,
h/h) Nebulazier sicakligi: 40 °C, Gain:5 Filter:1 Azot gazi basinct: 350 kPa

L-GLU ig¢in iyi bir sinyal goézlemlenmesine karsilik, ayn1 derisime sahip MSG

standard1 incelendiginde iy1 bir pik morfolojiye sahip olmadig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 5.24. YPSK-ELSD ile elde edilen 1000 ppm MSG standard: Mobil faz: MeOH:Su (50:50, h/h)
Nebulazier sicakligi:40 °C, Gain:5 Filter:1 Azot gazi basinci: 350 kPa

MSG’nin 500 ppm derisimi igin MeOH:Su:FA (50:49:1, h/h/h) ve 50 ppm derisime
sahip ¢6zeltisi icin MeOH:Su (80:20, h/h) oranlarna sahip mobil fazlarda incelemeler

yapilmis olup girisim yapan bir pikin oldugu Sekil 5.24., Sekil 5.25. ve Sekil 5.26.” de
raporlanmistir.
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Sekil 5.25. YPSK-ELSD ile elde edilen 500 ppm MSG Mobil faz: MeOH:Su:FA (50:49:1, h/h/h)
Nebulazier sicakhigi: 40 °C, Gain:5 Filter:1 Azot gazi basinci: 350 kPa
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Sekil 5.26. YPSK-ELSD ile elde edilen 50 ppm MSG Mobil faz: MeOH:Su:FA (50:49:1, h/h/h)
Nebulazier sicakligi:40 °C, Gain:5 Filter:1 Azot gazi basinct: 350 kPa

Her ne kadar L-GLU igin iyi bir sonug elde edilse de MSG’de bu ayirim
gerceklesmediginden dolay: farkli bir mobil faz se¢imine gidilmistir. Cesitli oranlarda
ACN ve su karisimindan olusan mobil fazlar ile incelemeler yapilmistir. Analit ile sabit
fazin etkilesimini maksimize etmek icin, pH’in hedef bilesigin pKa’ s1 dikkate alinarak
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Ilave olarak, organik asitler igin en iyi aymrmmlar %95
veya listli oraninda su igeren saf mobil fazlar belirli sinirlamalar olusturmasina ragmen
tercih edilmelidir [122,123]. Sirastyla %30, %50, %60, %85 ve %95 oranlarinda su i¢eren
ACN-Su karisim1 mobil faz1 ile YPSK-ELSD sisteminde L-GLU ve MSG standartlari
incelenmistir. Mobil fazdaki su oraninin artisi ile elde edilen kromatogramlarin alanlari
Sekil 5.27. gosterilmistir. Bu veriler incelendiginde en yiiksek alanin %95 su oraninda
olmast gerektigi sonucuna varldmistir. Bu, literatiir degerleri ile uyumluluk
gostermektedir. Tablo 5.17. incelendiginde sistemdeki su oraninin yiikseltilmesi ile elde
edilen pik alani ile dogru orantili oldugu goériilmektedir. En iyi alan ACN:Su (5:95, h/h)
mobil fazinda elde edilmistir. Analizlerde daha 1yi bir rezoliiyona sahip pikler elde etmek
amactyla ACN:Su (5:95, h/h) mobil fazina %1 FA ilavesi yapilmis ve bu mobil faz diger
tim analizler i¢in kullanilmistir. Sekil 5.27. inceleginde MeOH:Su (50:50, h/h) mobil
fazinda elde edilen girisim yapmis pike kiyasla iyi bir rezoliisyona sahip 2 pik

gbzlemlenmistir.
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Sekil 5.27. YPSK-ELSD ile elde edilen 1000 ppm MSG kromatogram: Mobil faz: ACN:Su:FA (5:94:1,
h/h/h) Nebulazier sicakiigi: 40 °C Gain: 5 Filter: 1 Azot gazi Basinci: 350 kPa

Mobil fazdaki su oranini artisinin pik alanina olan etkisi Tablo 5.17.°de

gosterilmistir.

Tablo 5.17. Mobil faz su oramindaki degisiklige karst elde edilen pik alanlar
Mobil Faz Su Olusan Pik Alani

Orani (%)
30 201501
50 386104
60 689003
85 827480
94 980320

Mobil fazdaki su oranini artisi ile elde edilen pik alani dogru orantili artis gosterdigi

raporlanmistir. Elde edilen artig Sekil 5.28.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.28. YPSK-ELSD sistemiinde kullanilan mobil fazdaki su orani ile pik alan arasi iliski

ELSD ile ilgili calismalarda Na*, SO4% , CI" vb. gibi iyon analizlerinin yapildig

ve L-Glutamik asidin Na* tuzu olan MSG’nin standardinin YPSK-ELSD sistemine

enjeksiyonu gergeklestirildiginde gozlenen ilk pikin Na"’dan kaynakli olabilecegi

distniilmistir. Bundan hareketle bu pikin Na* olduguna karar vermek amaciyla YPSK-

ELSD sistemine sirasiyla her birinin derisimi 10 ug/mL olacak sekilde NaCl, Na,COs,
Na>S04 NaH2P0O4.2H,0, NasP04.12H,0 ¢dzeltileri hazirlanmis ve ayni kosullar altinda

analizleri gergeklestirilirmistir. Bu 5 cozeltiden elde edilen alikonma zamanlar ile

L- GLU ve MSG’den edilen alikonma zamanlar1 kaydedilerek kiyaslanmigtir. Belirtilen
Na* bilesikleri i¢in elde edilen kromatogramlar Sekil 5.29. ila Sekil 5.33.°de

gosterilmistir.
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Sekil 5.29. 10 ug/mL NaCl kromatogram: Mobil faz: ACN:Su:FA (5:94:1, hih/h) Nebulazier sicakiigr:
40 °C Gain: 5 Filter: 1 Azot gazi Basinci: 350 kPa. Na* Alikonma zamani: 3,781
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Sekil 5.30. 10 ug/mL NayCOs kromatogram: Mobil faz: ACN:Su:FA (5:94:1, h/h/h) Nebulazier sicakligi:
40 °C Gain: 5 Filter: 1 Azot gazi Basinci: 350 kPa. Na* Altkonma zamani: 3,706
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Sekil 5.31. 10 ug/mL NazP04.12H,0 kromatogram: Mobil faz: ACN:Su:FA (5:94:1, h/h/h) Nebulazier
sicakligr: 40 °C Gain: 5 Filter: 1 Azot gazi Basinci: 350 kPa. Na* Alikonma zamani: 3,694
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Sekil 5.32. 10 pg/mL NaH2P04.2H20 kromatogram: Mobil faz: ACN:Su:FA (5:94:1, h/h/h) Nebulazier
sicakligi: 40 °C Gain: 5 Filter: 1 Azot gazi Basinci: 350 kPa. Na* Alikonma zamani: 3,707
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Sekil 5.33. 10 ug/mL NaySOa kromatogram: Mobil faz: ACN:Su:FA (5:94:1, h/h/h) Nebulazier sicakligr:
40 °C Gain: 5 Filter: 1 Azot gazi Basinci: 350 kPa. Na* Alikonma zamani: 3,704

Bu kromatogramlara karsilik gelen alikonma zamanlari ise Tablo 5.18° de
gosterilmistir. Bu sonuglar ilk gelen pikin Na* iyonundan kaynakli oldugu sonucuna

varilmistir.
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Tablo 5.18. 10 xg/mL olan NaCl, Na2COs, Na;SO4, NaH»P04.2H,0, NazP04.12H,0 ile L-GLU ve MSG

standartlarimin alikonma zamanlart

L-GLU MSG NaCl Na2COs3 Na:SOs  NaH2PO4.2H2O NasP04.12H.0

Tr1(n=3) -- 3,743 3,781 3,706 3,704 3,707

Tro(n=3) 4,083 4,066  -- - ~ -

3,694

ELSD igin bir diger 6nemli parametre Nebulazier sicakligidir ve en 6nemli

parametrelerinden biridir. Sistemdeki sicakliginin artis1 ile analize olan etkisi

incelenmistir. Sicaklik artisgina karsilik gelen dedektor sinyalleri Tablo 5.19.°de

gosterilmistir.

Tablo 5.19. ELSD ile Nebulazier sicaklik degisimi ile olusan pik alan: degerleri
ELSD Sicakhk Elde Edilen Pik

(°C) Alam
40 923355
45 829295
50 722329
55 565710
60 651317
70 608815
80 560592

ELSD sicakliginin arttirilmasi ile ters orantili bir cevap alindigr Sekil 5.34. *de

gorilmektedir. Bu veriler dogrultusunda Nebuzaier sicakliginin 40

ayarlanmasina karar verilmistir.
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Sekil 5.34. Evaporatif isik Sagilim dedektorii Sicaklik degisimi pik-alant iligkisi

Sirasiyla 70 °C ve 40 °C’de elde edilen kromatogramlar Sekil 5.35. ve
Sekil 5.36.’da gosterilmistir. Bu degerler, ELSD ile yapilan ¢aligmalar ile uygunluk
gostermektedir [112, 114, 115].
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Sekil 5.35. YPSK-ELSD ile elde edilen 1000 ppm MSG kromatogram: Mobil faz: ACN:Su:FA

(5:94:1, hih/h) Nebulazier sicakiigi: 70 °C Gain: 5 Filter: 1 Azot gazi Basinci: 350 kPa
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Sekil 5.36. YPSK-ELSD ile elde edilen 1000 ppm MSG kromatogrami Mobil faz: ACN:Su:FA
(5:94:1, h/h/h) Nebulazier sicakligi: 40 °C Gain: 5 Filter: 1 Azot gazi Basinci: 350 kPa

MSG tayini i¢in kullanilan azot gazi basincinin, elde edilen pik alami ve

morfolojisine olan etkileri de incelenmistir. Sirasiyla 200, 250, 300, 350, 400 kPa olarak

ayarlanan azot gazi YPSK-ELSD sisteme gonderilmis olup elde edilen pik alanlar1 Tablo

5.20.’de gosterilmistir.

Tablo 5.20. ELSD Azot Gazi Basinci (kPa) degisimi ile olusan pik alanmi degisimi Mobil faz:
ACN:Su:FA(5:94:1, h/h/h) Nebulazier sicakligi: 40 °C Gain: 5 Filter: [ Azot gazi Basinct:

350 kPa)
ELSD Azot Gazi Elde Edilen Pik
Basinci (kPa) Alam
200 701206
250 882104
300 885003
350 923350
400 659650

Azot gaz1 basmci degisikligine karsilik gelen alan grafigi Sekil 5.37.°de

gosterilmistir. Bu dogrultuda basincin 350 kPa olarak ayarlanmasina karar verilmistir.
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Sekil 5.37. ELSD Azot Gazi Basinci (kPa) degisimi ile olusan pik alani degisimi Mobil faz:
ACN:Su:FA(5:94:1, h/h/h) Nebulazier sicakligi: 40 °C Gain: 5 Filter: 1 Azot gazi
Basmci: 350 kPa)

Analiz siiresince ayarlanacak kolon sicakliginin belirlenmesi i¢in incelemeler
yapilmistir. 15 °C ile 40 °C sicakliklar1 arasinda gozlemler yapilarak elde edilen
kromatogramlarin alanlar1 arasindaki iligki Sekil 5.38.’da gosterilmistir. Gozlemlenen
ELSD cevab1 en yiiksek 30 °C’de raporlandigindan dolay1 bu sicakligin kolon sicakligi

olarak ayarlanmasina karar verilmistir.
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Sekil 5.38. YPSK-ELSD sisteminde kolon sicakligi pik alani iliskisi
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ELSD sisteminde gain (kazang) ve filter (filtre) parametrelerinin degisiklikleri ile
analizde elde edilen farkliliklar incelenmistir. Bu parametreler dogrudan
kromatogramlarin simetrisini, keskinligini ve alanini dogrudan etkileyen degerlerdir.
Yapilan analizler sonucunda kazang degerinin 5, filtre degerinin 1 olmasi gerektigi
sonucuna varilmistir. Bu degerlerin degistirilmesiyle elde edilen kromatogram alanlarina

kars1 olusturalan grafikler, sirastyla Sekil 5.39. ve Sekil 5.40.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.39. YPSK-ELSD sisteminde gain degeri ELSD sinyali arasindaki iliski
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Sekil 5.40. YPSK-ELSD sisteminde filter degeri ile ELSD sinyali arasindaki iliski
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Yapilan denemelerden sonra, YPSK-ELSD ile MSG tayini Tablo 5.21.°de
gosterilen kosullarda gergeklestirilmesine karar verilmistir. Bu bulgular ELSD

parametreleri i¢in Onerilen kosullara uygunluk géstermektedir.

Tablo 5.21. YPSK-ELSD ile MSG analiz kosullar

Cihaz Shimadzu, Nexera — i (LC-2040C 3D)
Dedektor Evaporatif Isik Sagilim Dedektorii
Mobil Faz SUu:ACN:FA (94:5:1, h:h:h)
Kolon Restek Ultra AQ C18 (150 mm, 4.6mm, 3 um) Seri no: 16021404S
Akis hizi 0.4 mL/dk

Evoporator Sicakhigi 40 °C

ELSD Basing 340 kPa

Gain 5x (16)

Filter 1

Kolon Sicakhg: 30°C

Hiicre Sicakhg: 30°C

Enjeksiyon Hacmi: 10 uL
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YPSK-ELSD sistemine enjekte edilen MSG ve L-GLU derisimleri mg/L olarak
Tablo 5.22.’de verilmistir.

Tablo 5.22. YPSK-ELSD sistemine enjekte edilen MSG ve L-GLU derisimleri

MSG (mg/L) L-GLU (mg/L)
1000 1000
750 750
500 500
250 250
100 100
50 50
25 25

Tablo 5.22.de belirtilmis olan derisimlerde hazirlanan L-GLU ve MSG standartlari

Tablo 5.21.”de belirtilen kosullar altinda YPSK-ELSD sistemine verilmistir. Elde edilen

kromatogramlar Sekil 5.41. ve Sekil 5.42.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.41. 1000 ppm — 25 ppm aras: elde edilen MSG standart kromatogramlar: Mobil faz: ACN:Su:FA

(5:94:1, h/h/h) Nebulazier sicakligi: 40 °C Gain: 5 Filter:1 Azot gazi Basinci: 350 kPa
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Sekil 5.42. 1000 ppm — 25 ppm aras: elde edilen L-GLU standart kromatogramlar: Mobil
faz: ACN:Su:FA (5:94:1, h/h/h) Nebulazier sicakligi: 40 °C Gain: 5 Filter:1 Azot gazi
Basinci:350 kPa

Tablo 5.21.”de gosterilen kosullar altinda Na* ve L-GLU igin elde edilen degerler,

pik alanlar1 ve ortalama alikonma zamanlar1 Tablo 5.23.’de gosterilmistir.
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Tablo 5.23. YPSK-ELSD sistemi ile MSG standartlar: ile elde edilen alanlar: ile alikonma zamanlar

MSG Na* L-GLU
... . Allkonma Alikkonma
D
(ﬁl;;tl)ll zamani Alan zamani Alan Ortalalgil‘::konma Toplam Alan
(try (tr2 ) i '
1000 3,686 380020 4,034 1262133 1542152
750 3,667 264317 4,013 808728 1073046
500 3,652 166251 4,012 473650 639901
250 3,629 73739 4,009 195233  tr1=3,637 tro=4,011 268971
100 3,616 33096 4,001 61518 94613
50 3,609 14609 3,998 26172 40780
25 3,604 7578 4,016 9510 17088
10 3,654 2284 3,997 1766 6852

Olusan damlaciklar evaporatif 151k sagilim siireci boyunca azalmaktadir ancak sabit
damlacik biiyiikliigiinii elde etmek bu siire¢ boyunca 6nem arz etmektedir. Daha biiyiik
damlaciklar daha biiyiik buharlastirma sicakligini beraberinde getirir ancak daha 6nemli
olan bir sey var ki o da 151k sacilim yogunlugudur. ELSD spektroskopik bir dedektor
olmadigr i¢in Lambert — Beer yasasina uymaz. Madde konstantrasyonu ile pik alani
arasindaki ilisli dogrusal degildir ¢iinkii ELSD derisimden ziyade partikiil biiytikliigi ile
orantili bir dedektoér cevabi s6z konusudur. Bu durum logaritmik bir fonksiyon ile
aciklanir. Isik sa¢ilim olayi partiikiil bitylikligiinden etkilenen 3 matematiksel terim ile
agiklanir. Gozlenen pik alan1 A, m kiitle, a ve b damlacik biiyiikligii, derisim, gaz akis

hiz1 ve sicakliga baglh olarak degisen katsayilar1 ifade eder [116].
A =amP® (5.1)

Cevabin egimi b iken a ELSD cevap faktordiir. A ve m i¢in logartitmik degerler
dogrusal bir denklem olusturur [117,118]. Yani bu esitligi soyle ifade edilebilir;

logA = blogm + loga (5.2.)

Pik alanina karsilik gelen degerin logio(A) ile MSG miktarina karsilik gelen degerin
logio(m) orani bize dogrusal bir denklem vermistir. Elde edilen degerler Tablo 5.24.de

gosterilmstir.
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Tablo 5.24. Sisteme enjekte edilen MSG derisimlerinin logaritmalart ile elde edilen alanlarin logaritma

degerleri

MSG Derisimi (mg/L) de Enjeke edilen Elde edilen Alan  logio (Toplam pik Alani)

risim logio (Mg/L)
1000 3 1162133 6,0652558
750 2,875 808728 5,9078025
500 2,698 473650 5,6754575
250 2,397 195233 5,2905532
100 2 61518 4,7890022
50 1,698 26172 4,4178369
25 1,397 9510 3,9781805
10 1 1766 3,2469907

ELSD sisteminde kolona enjekte edilen madde miktar1 Lambert — Beer yasasina

uymadigi i¢in dogrusal bir denklem elde edilmemistir. Elde edilen grafik Sekil 5.43.’de

gosterilmistir.
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Sekil 5.43. YPSK-ELSD ile elde edilen derisim — alan grafigi

Tablo 5.24.°de elde edilen degerler ile kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Alanlarin ve MSG derisimlerine karsilik gelen degerlerin logaritmalar: ile elde edilen

grafik Sekil 5.44.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.44. YPSK-ELSD ile elde edilen logio derisim — l0g1o pik alan: grafigi

5.3.1. YPSK-ELSD ile SUT ¢alismalari

Standart ¢ozeltilerin analiz islemleri gerceklestirildikten sonra SUT caligsmalarina
baslanmistir. Bu c¢alismalar sonucunda elde edilen alikonma zamani, kuyruklanma
faktorii (T), ayirim giicii Rs, kapasite faktorii, segicilik Faktori (a), teorik tabaka sayisi
(N), asimetri faktorii (As), pik yiiksekliginin / alanin tekrar edilebilirligi (%BSS) degerleri
Tablo 5.25.”de gosterilmistir.
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Tablo 5.25. SUT ¢alismalar: sonuglari, Mobil faz: ACN:Su:FA (5:94:1, h/h/h)Kolon: Raptor™ C18
(150x4.6mm.,3 um)

Elde edilen Elde edilen
Olmasi gereken/tavsiye

Parametre deger deger edilen deger
(L-GLU) (MSG)
Alikonma zamant 4,009 4011 e
Kuyruklanma faktorii (T) 0,97 0,89 T<2
Ayirim giicii Rs 9,97 1,13 Rs>2,0
Kapasite faktorii 6,42 2,14 k’>2
Segicilik Faktorii (o) 1,28 111 o>1
Teorik Tabaka Sayist (N) 2306 2579 N>2000
Asimetri Faktori (As) 1,02 1,04 As=0,95-1,2

Pik yiiksekliginin veya alanin tekrar

0
edilebilirligi (%BSS) <15 %BSS < 1,5

Yapilan SUT testleri sonuglarma gore elde edilen degerler iyi bir ayrim
gerceklestirildigini gosterir niteliktedir. Gelistirilen yontem, ICH tarafindan yayinlanan
kilavuzda belirtilen oneriler dogrultusunda bolim 4.3.2.2.°de belirtilen sekilde valide

edilmistir.

5.3.2. YPSK-ELSD sistemi ile yapilan dogruluk calismalar:

Gelistirilen yontemdeki dogruluk calismalari, zenginlestirme (spike) islemi
uygulanarak geri kazanim degerlerinin Olg¢lilmesiyle degerlendirilmistir. Her bir
konstantrasyon i¢in 3’er analiz yapilarak sonuglarin ortalamalari alinarak yapilmistir. Bu
kosullar altinda elde edilen geri kazanim, standart sapma ve %RSD degerleri

hesaplanmistir. Elde edilen bu degerler Tablo 5.26.’da gosterilmistir.
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Tablo 5.26. Standart MSG ¢ozeltilerine zenginlestirme (spiked) islemi uygulanarak elde edilen geri

kazananim degerleri

. . Ortalama Geri Kazanim . Ortalama
.. Zenginlestirme . < . . Geri :
Derisim - . Geri Degerlerinin Geri
Numune (Spike) edilen Kazamim
(ng/mL) miktar1 (ng/mL) Kazanim Standart (%) kazanim
& (ng/mL) Sapmasi 2 0 (%)
50 10 9,75 0,52 97,5
Standart
MSG 100 25 25,2 0,58 100,8 98,56
150 50 48,7 0,79 97,4

5.3.3. YPSK-ELSD sistemi ile yapilan kesinlik ¢calismalari

500 ppm MSG tayininde YPSK-ELSD sistemi ile elde edilen sonuglar, giin igi ve
giinler aras1 olacak sekilde 5’ser set hazirlanmistir. Her bir gruptan elde edilen degerlerin

ortalamasi, SS ve %BSS degerleri Tablo 5.27.’de gdsterilmistir.

Tablo 5.27. 500 ppm MSG standart ¢ozeltisinden elde edilen giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ¢alismalar

degerlendirmesi

1.giin (n=5) 2.giin(n=5) 3.giin(n=5) Giinler arasi (n=15)

Ortalama derigim (ppm) 4977 498,6 498,2 498,1
SS 0,755 0,332 0,550 0,545
%BSS 0,151 0,066 0,110 1,109
Giiven aralig1 o= 0.05 49.54 £0,266  49,46+0,244 49,52 40,250 49,50+0,253

5.3.4. YPSK-ELSD ile yapilan segicilik calismalari

Daha o6nce yapilan yontemlerde oldugu gibi, secicilik faktorii olan o degerinin
1’den biiyiik olmasi referans olarak alinmistir. Tablo 5.25.’de gosterildigi lizere SUT

degerlendirilmesinde elde edilen sonuglar referans degere uygunluk gosterir niteliktedir.

5.3.5. YPSK-ELSD ile yapilan dogrusallik ¢calismalar:
MSG tayini icin gelistirilen YPSK-FLD yonteminde c¢alisma araliklarinin

belirlenmesinde numunelerden elde edilebilecek sinyal biiyiiklikleri ve giiriilti etkileri
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g6z oOntline alinmistir. 25 ppm — 1000 ppm derisimleri aralifinda hazirlanan standart
cozeltilerden analizler yapilarak giin i¢i ve giinler arasi olacak sekilde dogrusallik
caligmalar1 yapilmistir. Gilin i¢i ve gilinler arasi olarak incelenen bu degerler egim,
korelasyon katsayis1 ve %95 giliven seviyesindeki olast smirlart belirlenmistir.
YPSK- ELSD ile yapilan dogruluk caligmalarinin giinlere gore sonuglar1 Tablo 5.28.’de

verilmigtir.

Tablo 5.28. YPSK-ELSD ile yapilan dogrusallik ¢alisma sonuglar

Parametre 1.giin 2.giin 3.giin
Caligma araligi (mg/L) 10 ppm — 1000 ppm

Egim 1,3631 1,3713 1,3742

r2 0,9953 0,9926 0,9917

SS 0,045 0,019 0,024

LOQ (mg/L) 0,055 0,043 0,052

LOD (mg/L) 0,183 0,145 0,174

5.3.6. YPSK-ELSD ile yapilan saglamhik ¢calismalari

MSG tayini igin gelistirilen YPSK-ELSD yontemi i¢in saglamlik ¢alismalarinin
degerlendirilmesi, dnceki yontemlerde oldugu gibi sistemin akis hizi, kolon sicakligi,
hareketli faz yiizdelerinin degisikliklerinin sonuglara olan etkileri incelenmistir. Elde
edilen sonuglar Tablo 5.29.’da gosterilmistir. Bu sonuglara gore %BSS <2 olmasi

yontemin saglamlik agisindan uygun oldugunun gostergesidir.

Tablo 5.29. YPSK-ELSD yéntemi ile saglamiik testinden elde edilen sonuglar (*nerilen referans

deger<?2)
Degisiklik yapilan Parametre 1.Deneme 2.Deneme  3.Deneme  %BSS*
Akis hiz1 (mL/dk) 0,3 0,4 0,5 0,92
Kolon sicakligi (°C) 29 30 31 0,85
Hareketli fazda bulunan organik ¢ozelti (%) 4 5 6 0,54
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5.4. Molekiiler Baskilanmus Polimer (MIPs) ile L-GLU ve MSG’nin

Saflagtirma Calismalar:

MSG’ ye 6zgii MIP’lerin sentezlenme islemi gerceklestirilmistir. Kisim 4.4.°te
anlatildigi gibi sentezlenen MIP’in Kurutma isleminden sonra vial’e aktarilmis hali Gorsel

5.1.”de gosterilmistir.

Gorsel 5.1. MSG 'ye ozgii sentezlenen MIP (yikama islemi éncesi ve kurutulmus hali

YPSK-ELSD sistemine 1000 ppm MSG ve sentezlenen MIP ile etkilesime giren
kisim Tablo 5.21.°deki kosullar altinda sisteme verildi. Tim ¢ozeltiler 0,22 pm’luk
gozenek boyutuna sahip PVDF siringa filtreden gegirilmistir. MSG’nin MIP ile
etkilesimden Once ve sonra elde eldilen kromatogramlari incelendiginde, pik siddetinde
azalma oldugu gdzlemlenmistir. {lgili kromatogramlarin kiyaslanmasi Sekil 5.45.’de
gosterilmistir. Bu sonug¢ sentezlenen MIP’in MSG’ye segici oldugunu gosterir

niteliktedir.
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1000 ppm MSG

MIP ile etkilesim sonrasi
1000 ppm MSG’de
gozlenen azalma

Sekil 5.45. 1000 ppm MSG 'nin MIP ile etkilesimden once ve sonra elde edilen YPSK-ELSD
kromatogrami Mobil faz: Su:ACN:FA (94:5:1, h/h/h) Nebulazier sicakiigi: 40 °C Gain: 5
Filter: 1 Azot gazi Basinci: 350 kPa
Kromatogramlardaki alanlar incelendiginde MIP’in MSG molekiillerini adsorbe
ettigini ve g polimer basina 180 mg baglandig1 Tablo 5.30.’da oldugu gibi elde edilmistir.
Bu alan olark %17,57°lik bir alan azalmaya karsilik gelmektedir. Toluen:ACN
(80:20, h/h) karsimindan elde edilen MIP ile yapilan gézlemlerde ise istenilen tutunma

elde edilmemistir.

Tablo 5.30. 1000 ppm MSG’nin MIP ile muamele edilmesinden sonra elde edilen Q ve (%) azalma

degerleri

MSG’nin MIP ile etkilestirme sonrasi gozlenen azalma (%) 17,57

Q (mg/g) 180

Bu uygulama MSG’nin uzaklagtirilmas: ic¢in alternatif bir uygulama Ornegi

olusturmaya yardimei olmak i¢in uygulanabilecek bir yontem olarak nitelendirilebilir.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

Incelenen patates cipsi, musir cipsi, hazir ¢orba, et ve tavuk bulyonlar, pizza
soslari, ¢ig kofteler igerisinde bulunan MSG miktarlarinin tayini, dogru, hassas, hizli,
kesin ve tekrarlanabilir nitelige sahip yontemler ile gergeklestirilmistir. YPSK-UV/DAD
sistemi ile gerceklestirilen MSG tayini ile elde edilen sonuglar ile YPSK-FLD sistemi ile
elde edilen sonuglar ile uyumluluk gostermektedir. YPSK-ELSD sistemi ile
gerceklestirilen L-GLU ve MSG analizlerinin, uygulanan diger yontemlere kiyasla daha
hizli, pratik ve daha az sarfiyat gerektiren bir uygulama oldugu belirlenmistir. Ayrica
YPSK-UV/DAD sistemi ile MSG’nin tiirevlendirme siiresi her ne kadar YPSK-FLD
yontemine gore kisa olsa da LOD ve LOQ degerleri incelendiginde FLD ile yapilan
calismalar hassasiyet bakimindan 6ne ¢ikmaktadir. Aym sekilde MSG’nin ELSD ile
tirevlendirmeye gerek kalmadan tayininin gerceklestirilmesi, aralarinda en hizli ve pratik

yontem olarak goze ¢arpmaktadir.

Tavuk suyu bulyon ve et suyu bulyonlarda bulunan ortalama MSG miktarlar
63,2 g/kg ile 150,5 g/kgaraliginda oldugu goriilmektedir. Tiirk standardi TS 13424°ye
bulyon tipi lezzet artiricilar ile akici veya yar1 akict haldeki soslar1 kapsamaz hitkmiine
gore degerlendirildiginde, et ve tavuk bulyonlarin igerisinde koyulan miktarlarin fazla
oldugu goze carpmaktadir. Bulyonlar i¢in bir sinirlama olmamast bu durumun nedeni
olarak diistiniilmektedir. Elde edilen bu sonuglar Wafaa M. ve digerleri ile Andarwulan
N. ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismalara ile uyumluluk gostermektedir [35,68]. Et
bulyonlarda tavuk bulyonlara gore daha yiiksek miktarda MSG miktar1 gézlemlenmistir.
Bulunan bu yiiksek degerler g6z ontline alindiginda kullanilabilecek maksimum MSG
miktar1 10 g/kg olarak sinirlandirilmas: daha uygun olacag diisiiniilmektedir. incelenen
et ve tavuk bulyonlarin tamaminda kullanilan MSG degeri TGK yonetmeligine gore
olmasi gereken degerin ilizerinde oldugu belirlenmistir. Elde edilen MSG miktarlar

Sekil 6.1.’de gosterilmistir.
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TGK limit . 10
Tavul suyu bulyon 4 I 63,2
Et suyu bulyon 1 S 739
Tavul suyu bulyon 3 e 818
Tavul suyu bulyon 6 T O/
Et suyu bulyon 3 e 096
Tavul suyu bulyon 1 S - 105,9
Tavul suyu bulyon 7 I 117,9
Tavul suyu bulyon 5 I 119,5
Tavul suyu bulyon 2 s 120,84
Et suyu bulyon 4 | 1451

Et suyu bulyon 2 1 150,5
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Sekil 6.1. Et ve tavuk bulyonlarda tespit edilen MSG miktarlar: (g/kg)

Ulkemizde iiretilmis olan patates ve musir cipslerinde bulunan MSG miktarlar:
0,7 g/kg ile 6,9 g/kg araliginda, Asya ve Giiney Amerika bolgelerinden temin edilen
cipslerde ise 3,7 g/kg ile 8,7 g/kg araliginda sonuglar elde edilmistir. Ayni firmalarin
farkli aromalara sahip cipslerinde kullanilan MSG miktarlarinin birbirlerinden farkli
oldugu gortilmektedir. Ayni1 durum farkli firmalarin ayni aromalara sahip olan cipslerinde
de gbzlemlenmistir. iceriklerinde MSG kullanilmistir ibaresi hepsinde bulunmaktadir.

Miktarlar1 arasinda biiyiik farkliliklar dikkat cekmektedir.

Yapilan biitiin denemeler TGK’ya gore belirlenmis olan 10 g/kg MSG kullanim
limitine gore degerlendirilmistir. Ayrica lilkemizde tretilen cipslerde bulunan MSG
miktarlarinin 6zellikle Asya bolgesinden temin edilen cipslere oranla daha disiik
miktarda MSG igerdigi belirlenmistir. incelenen tiim misir ve patates cipslerinde TGK
yonetmeligine gore kullanilabilecek maksimum sinir olan 10 g/kg degerinin altinda
oldugu goriilmektedir. Sekil 6.2.’de farkli cips numunelerinde elde edilen MSG miktarlari

0/kg cinsinden gosterilmistir.
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Numune 20 e 0,7
Numune 13 0,7
Numune 3 0,7
Numune 10 IEEE————— 1,8
Numune 22 I 2.0
Numune 7 I—— ) 1
Numune 16 EE—————— ) )
Numune 1 I ) 4
Numune 8 N ) O
Numune 9 I 3,7 *
Numune 23 I 4 O
Numune 18 I 4, )
Numune 4 I 4 4
Numune 2 I 4 5
Numune 19 e 46
Numune 6 I 5 )
Numune 5 I 5 )
Numune 17 S 5 6
Numune 12 S 5 8
Numune 21 I 6,0
Numune 24 e 6, 1*
Numune 11 S 63
Numune 15 S 66
Numune 14 e 69
Numune 25 I 8 7 *

TGK limit e 10,0

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Sekil 6.2. 25 adet cips drneginin igerisinde bulunan MSG miktarlar: (gr/kg) *4sya ve Giiney

Amerika béolgelerinden temin edilen numune

Sekil 6.2. incelendiginde analizi yapilan farkli cipsler arasinda en fazla MSG

miktar1 25 numarali numunede tespit edilmistir.
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K. Mantar ¢orbasi
Tarhana gorbasi-2

Yayla ¢orbasi

o o o o

Tarhana ¢orbasi (MSG siz)
Ezogelin Corbasi-2 m:0,3
K.tavuk corbasi 1,4
iskembe corbas) . 15
S. Tavuk ¢orbasi  nmmm—— 2,2
Domates ¢orbasi mmmm——S 3,1
Domates ¢orbasi-2  m———— 34
Tavuk corbasi ms——— 36
iskembe corbasi MSG siz) m——— 6
Ezogelin corbasi m———— 5 6
Domates ¢orbasi (MSG siz) HEEEEEEEE——— 7,5

TGK limit . 10

Yayla gorbasi e 08 D

Sekil 6.3. Hazir corbalar icerisinde bulunan MSG miktarlart

Hazir ¢orba 6rneklerinde tayin edilen MSG miktar aralig1 0,26 g/kg ile 28,2 g/kg
olarak elde edilmistir. En yliksek MSG miktar1 yayla gorbasi i¢eriginde belirlenmis olup
farkli markalarin ayni aromalar i¢in de degisiklik gostermektedir. Buna benzer olarak
ayni firmalarin farkli aromalara sahip ¢orbalarinda da bu durum séz konusudur. Bazi
markalarin paketlerinde MSG eklenmemistir ibaresi olmasina karsilik iskembe ve
domates corbalarinda MSG tespit edilmistir. Hazir ¢orbalar icerisinde bulunan MSG
miktarlar1 Tablo 6.3.’de gosterilmistir. Incelenen ¢orbalarin tamaminda MSG tesipt
edilmistir. TGK’ya gore incelendiginde ise yayla ¢orbasi haricinde incelenen tiim hazir

corbalarin TGK’ya uygun sekilde oldugu belirlenmistir.
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TGK limit .

ck2 0
CK1 0
Ck4 1 0,09

CK3 | 0,43
CKS . 0,72

Cke I 3,12

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Sekil 6.4. Cig kofte numunelerinde tespit edilen MSG miktarlar

6 farkli firmadan (CK1, CK2, CK3, CK4, CKS5, CK6) temin edilen etsiz ¢ig
koftelerde tespit edilen MSG miktarlar1 Sekil 6.4.’de gosterilmistir. TGK ve TS 13804
standardina gore kullanilmasi yasak olan MSG, 4 adet firmadan temin edilen etsiz ¢ig
kofte numunelerinde tespit edilmistir. Etsiz ¢igkofte numunelerinde 0.09 g/kg ila
3.12 g/kg MSG tespit edilmistir. 2 firmada ise MSG tespit edilmemistir. [57,58]. Bu
sonu¢ Inci ve digerleri tarafindan yapilan ¢alisma ile uygunluk gdstermektedir [119].
Bulunan MSG miktarlart Sekil 6.4.’de gosterilmistir. Bu triinlerde kullanilma ihtiyaci,

etli ¢ig kofteye yakin bir lezzet elde edilme isteginden kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Hazir gida tiiketiminin giderek arttig1 giinlimiizde, sikca tiiketilen bu {iriinlerin
igerisine konan maddelerin neler oldugu ve miktarlarinin belirlenmesi olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Diinya ¢apinda MSG kullaniminin zararli olup olmadigi konusunda fikir
biitiinliigline olmamasina karsin, saglik iizerine yapilan ¢alismalarda bir¢ok etkisinin
oldugu aciktir. Bundan dolayr gidalar igerisine lezzeti arttirma amaciyla eklenen

MSG’nin kontrol edilmesi gerekmektedir.
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YPSK Analizlerinde Kullanilan Kolon Sertifikasi C18 (2.7um.150 mm 4.6 mm)
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Column Performance Report
Packing Material:  Raptor™ C18 2.7pm Calumn Length: 150 mm
l Catalog Number. 9304465 Inside Diameter: 46 mm
Sefial Number. 16041187S Particle Sze! 2.7 pm
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Mobile Phase: 45/55 Watar/Acetonitrile Wavelength 254 nm
Flow Rate: 1.60 mL/min Sample Amount: 20uL
Sample: RP #35074 Temperature: Ambient
Pressure. 335 Bar

Storage Solvent: Moabile Phase

Performance results for peak # 4: Peak Elution Order:
Retention Time: 5.94 min 1 Uracil
K 7.46 2. Tolugne
' Width at 1/2 heght.  0.C8 3 Naphthalene
Asymmetry at 10%. 1.13 4. Bipheny!
| Piates/column: 34600
Plates/meter: 230668
Analyst. CF Tested 4/1%/2016 7:48.00PM 12802

@ For column care and usage information please visit: www.restek,com/LCcolumncare

Restek cortifies that this product complies with all quality specifications. it was produced in sccordance with the most curment edition of the
Restek Corporation Quality System Manual, Restek Corporation's quality syitem is segistered 5 150 90012008 (BS! certificate # FM 80397).

www.restek.com
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YPSK Analizlerinde Kullanilan Kolon Sertifikasi C18 (3um, 150 mm, 4.6 mm)
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Column Performance Report
Packing Material: Ultra AQ C18 3pum Column Length: 150 mm
Catalog Number: 9178365 Inside Diameter: 4.6 mm
Serial Number: 16021404S Particle Size: 3um
Lot Number: 160129P
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Mobile Phase: 15/85 Water/Methanol Wavelength: 254 nm
Flow Rate: 1.00 mL/min Sample Amount: 5.0 uL
Sample: RP # 558389 Temperature: Ambient
Pressure: 172 Bar
Storage Solvent: Mobile Phase
Performance results for peak # 4: Peak Elution Order:
Retention Time: 4.69 min 1. Uracil
K" 1.88 2. Toluene
Width at 1/2 height:  0.08 3. Naphthalene
Asymmetry at 10%: 1.13 4. Bipheny!
Plates/column: 18718
Plates/meter: 124787
Analyst ASP Tested: 2/18/2016 12:18:00PM 1260-3

B” For column care and usage information please visit: www.restek.com/LCcolumncare

Restek certifies that this product complies with all quality specifications. It was produced in accordance with the most current edition of the
Restek Corporation Quality System Manual. Restek Corporation’s quality system is registered to ISO 9001:2008 (BSI certificate # FM 80397).

- www.restek.com
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